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RESUME: 
Introduction : L'apeline est l'agoniste du recepteur APJ-R (putative angiotensin II receptor 
like), recepteur couple aux proteines G. Exprimee dans le coeur de plusieurs especes dont 
rhomme, l'apeline joue un role important dans le systeme cardiovasculaire. L'apeline a un 
effet inotrope positif sur le coeur. Szokodi et al. ont demontre que cet effet etait du a 
l'activation de la cascade PLC-PKC et que les echangeurs sodium-hydrogene (NHE) et 
sodium-calcium (NCX) etaient impliques. lis ont egalement demontre que l'augmentation de 
la force contractile du myocarde n'etait pas due a l'augmentation du courant calcique de type 
L (IcaO- Nous proposons que l'augmentation de la contractilite est due a un effet de l'apeline 
sur le courant sodique rapide (IN3). Materiel et Methodes : La localisation du recepteur APJ-
R fut faite par immunofluorescence sur des myocytes isoles du ventricule gauche de chien. 
Les mesures du courant sodique sur ces memes cellules furent faites par la methode de patch-
clamp en configuration cellule entiere en voltage impose. L'apeline 13 et l'apeline 17 furent 
perfusees a des concentrations de 100 nM pendant 20 minutes pour evaluer leurs effets sur le 
courant sodique. Resultats: Le recepteur APJ-R est localise sur la membrane 
sarcoplasmique des myocytes au niveau des bandes Z, une structure cle pour la contraction, ce 
qui nous indique que la localisation du recepteur est propice a la modulation de la contraction 
cardiaque. L'apeline 13 et l'apeline 17 augmentent iMax du courant sodique de 39% et 61% 
respectivement comparativement au controle. En plus de l'augmentation du courant sodique, 
les deux formes d'apeline deplacent l'activation du canal sodique de -6,8 mV et -8,6 mV pour 
l'apeline 13 et 17 comparativement a la condition controle. Ce deplacement de l'activation 
vers des potentiels plus negatifs augmente Pexcitabilite des myocytes cardiaques et pourrait 
ainsi moduler la contraction cardiaque. L'inactivation du canal sodique n'est pas modifiee 
par la presence des deux formes d'apeline. L'apeline ne modifie done pas la disponibilite du 
IX 
canal en fonction du voltage. Le temps de reactivation est significativement augmente par la 
presence d'apeline 13 et 17 ce qui a pour effet d'augmenter la periode refractaire au niveau du 
coeur. Conclusion : Le recepteur APJ est bien present au niveau des bandes Z des myocytes 
suggerant son implication dans la contraction cardiaque. Nos resultats sur le courant sodique 
demontrent pour la premiere fois que l'apeline affecte significativement ce courant et que 
cette augmentation du courant sodique pourrait etre responsable de l'augmentation de la 
contraction cardiaque par l'apeline. 
MOTS CLES : Apeline, Recepteur APJ-R, Courant sodique, Effet inotrope positif, Myocytes 
cardiaque de chien. 
x 
1. INTRODUCTION : 
1.1 L'apeline et son recepteur APJ-R 
1.1.1. Decouverte et caracteristiques generates. 
Le systeme apelinergique a ete identifie en 1993 lors du projet du sequencage du genome 
humain. Par des reactions d'amplifications en chaines par polymerase (PCR), l'equipe de 
O'Dowd a decouvert un nouveau gene, ne contenant aucun intron dans la sequence 
codante, qui appartenait a la famille des recepteurs couples aux proteines G (RCPG) 
(O'Dowd et al. 1993). Ce nouveau recepteur se situe au niveau du chromosome 11 a la 
position q.12 du genome. II s'agit d'un recepteur de 380 acides amines comprenant sept 
domaines transmembranaires avec une extremite N-terminale extracellulaire et une 
extremite C-terminale intracellulaire. Ce recepteur est associe a la proteine inhibitrice Gi, 
puisqu'il a ete demontre par plusieurs etudes que l'effet de son ligand etait inhibe par la 
toxine pertussis (Hosoya et al. 2000; Masri et al. 2002). O'Down et son equipe l'ont 
nomme recepteur APJ-R pour «putative angiotensin II receptor like» puisque sa sequence 
d'acides amines est tres similaire au recepteur ATi de l'angiotensine II. L'homologie 
genomique est de 31% avec la sequence de ce dernier et de 54% lors de l'alignement des 
regions transmembranaires (O'Dowd et al. 1993). Bien qu'il s'agisse de deux recepteurs 
tres similaires, l'angiotensine II n'a pas d'affinite pour le recepteur APJ-R. Ainsi ce 
nouveau RCPG est demeure orphelin, sans ligand endogene et ce, jusqu'en 1998. 
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Son ligand endogene a ete decouvert par Tatemoto et al. en 1998 a partir d'une serie 
d'extrait d'homogenat de differents tissus. A partir d'un extrait proteique d'estomac de 
bovin, il a detecte un peptide de 36 acides amines qui lie le recepteur APJ-R (Tatemoto et 
al. 1998). L'etude de differents ADN complementaires du genome humain a permis de 
determiner que le gene de ce peptide se situe sur le chromosome X. II provient d'un 
peptide precurseur de 77 acides amines contenant deux exons et un intron; la 
preproapeline. II existe une forte homologie (plus de 75%) de la sequence d'acides 
aminees de la preproapeline. De plus, les 17 derniers acides amines en C-terminal sont 
conserves entre les especes (Lee et al. 2000). La preproapeline est clivee en N-terminal 
pour former differentes longueurs de fragments identiques en C-terminal. Les principales 
formes connues sont l'apeline 13 sous sa forme native ou sous sa forme pyroglutamyl, 
l'apeline 17 et l'apeline 36 (Llorens-Cortes et Beaudet. 2005 ; Kleinz et Daveport. 
2005). La forme pyroglutamyl de l'apeline 13 aurait l'avantage de resister plus 
facilement a une degradation enzymatique en N-terminal comparativement a sa forme 
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Figure 1.1.1 : Sequences d'acides amines des differentes formes d'apelines. Sequence de 
l'apeline 13 sous sa forme native (a), de l'apeline 13 sous sa forme pyroglutamyl (b), de 
l'apeline 17 (c) et de l'apeline 36 (d). La couleur grise represente les acides amines 
identiques et le N situe la partie N-terminale. 
Les differentes formes d'apelines possedent une forte affinite pour le recepteur APJ-R, de 
l'ordre du nanomolaire. L'affinite du peptide est inversement proportionnelle a sa 
longueur, l'apeline 13 ayant la plus forte affinite et l'apeline 36 la plus faible (Tatemoto et 
al. 1998). 
La formation des differents fragments d'apeline a partir de la preproapeline demeure 
inconnue jusqu'a maintenant. Les etudes dans le domaine proposent que l'apeline 36 
serait un peptide circulant avec une activite biologique limitee et que lors d'un stimulus, 
des mecanismes de proteolyse et de modifications post-transcriptionnelles permettraient 
son clivage en de plus petits peptides beaucoup plus actif, tel que l'apeline 13 et l'apeline 
17 (Kleinz et Daveport. 2005). 
3 
II a ete demontre que 1'enzyme de conversion de l'angiotensine II (ACE2), est capable de 
cliver les differentes formes d'apelines. ACE2 est importante dans la regulation du 
systeme cardiovasculaire renine-angiotensine-aldosterone. Elle est une enzyme 
proteolytique qui inactive l'angiotensine II et l'angiotensine I. Cette enzyme coupe le 
dernier acide amine en C-terminal de l'apeline, la phenylalanine, rendant le peptide 
inactif. L'efficacite de ACE2 a cliver l'apeline 13 est tres similaire a celle de 
l'angiotensine II, laissant supposer qu'elle peut done avoir un role important pour 
l'inactivation de l'apeline in vivo (Vickers et al. 2002). 
1.1.2. La localisation de l'apeline. 
L'apeline a ete retrouvee dans plusieurs especes dont les plus etudiees : le rat, la souris, 
l'homme, le bovin, la grenouille et le chien. L'apeline fut d'abord decouverte dans un 
extrait d'homogenat d'estomac, et elle se retrouve en large quantite dans le systeme 
digestif. La proteine et son ARNm ont ete detectes chez le rat aux niveaux du coeur, du 
foie, du rein, des testicules, des ovaires, du tissu adipeux blanc, de la rate, du pancreas et 
des cellules endotheliales des veines et des arteres (Lee et al. 2000; Medhurst et al. 2003; 
Tatemoto et al. 2001). Une forte quantite de ce peptide a ete egalement detectee aux 
niveaux des poumons et des glandes mammaires (Habata et al. 1999; Kawamata et al. 
2001). Au niveau du cerveau de rat, l'apeline se retrouve dans rhypothalamus, dans les 
ponts et dans le noyau arque. L'apeline est co-localisee avec son recepteur dans le noyau 
paraventriculaire (PVN) et le noyau supra-optique (SON) de rhypothalamus, et est co-
4 
localise dans les cellules exprimant de la vasopressine (AVP) et de son recepteur associe 
(Reauxetal. 2001; Reaux-Le Goazigo et al. 2004; De Mota et al. 2004). 
Chez 1'homme, l'apeline a ete egalement detectee au niveau du cortex frontal, de 
l'hippocampe, du thalamus, et de Fhypothalamus (Lee et al. 2000). L'equipe de 
Medhurst a detecte sa presence environ aux memes endroits que chez le rat, soit aux 
niveaux du placenta, du rein, du poumon et de la glande mammaire (Medhurst et al. 
2003). Plusieurs etudes ont demontre la presence de ce peptide au niveau du coeur 
(Medhurst et al. 2003; Foldes et al. 2003; Kleinz et Daveport. 2004). Kleinz et 
Daveport ont determine que l'apeline est presente dans tout le systeme cardiovasculaire; 
le coeur, le rein, la glande surrenale, les cellules endothelials cardiaques et 1'endothelium 
des petits et grands vaisseaux sanguins. Cette localisation ubiquitaire dans ce systeme 
suggere que l'apeline et son recepteur ont un role physiologique important a jouer dans la 
regulation du flot sanguin (Kleinz et Daveport. 2004). 
1.1.3. La localisation du recepteur APJ-R. 
Le recepteur de l'apeline a ete d'abord identifie chez l'homme, et se retrouve dans 
plusieurs especes mammiferes, tels que le rat, la souris, le singe, et on le retrouve 
egalement chez le poisson et la grenouille. L'ARNm du recepteur APJ-R est present dans 
la plupart des tissus peripheriques. Chez le rat, les niveaux d'ARNm de TAP J-R sont 
eleves au niveau des tissus tres vascularises tels que le poumon et le cceur (Hosoya et al. 
2000; O'Carroll et al. 2000). Des niveaux plus faibles d'ARNm de la proteine sont 
egalement observes au niveau du rein, de l'ovaire et du muscle squelettique (O'Carroll et 
5 
al. 2000). En ce qui concerne la proteine, une grande quantite est detectee au niveau du 
cerveau de rat et ce, dans plusieurs regions telles que le cortex, rhypothalamus, 
l'hippocampe, l'hypophyse, le noyau paraventriculaire (PVN) et le noyau supraoptique 
(SON) (Lee et al. 2000; O'Carroll et al. 2000). 
Chez rhomme, l'equipe d'Edinger a demontre la presence du recepteur dans plusieurs 
tissus tels que le systeme nerveux (peripherique et central), la rate, le thymus, la prostate, 
les testicules, les ovaires, l'intestin et le cerveau (Edinger et al. 1998). Les etudes 
d'immunoreactivite ont permis de localiser le recepteur dans le systeme cardiovasculaire. 
En effet, le recepteur a ete localise aux niveaux des cellules endotheliales, des cellules 
musculaires lisses des vaisseaux sanguins et des cardiomyocytes (cellules musculaires 
cardiaques) (Kleinz et al. 2005). La localisation ubiquitaire dans ce systeme suggere que 
Papeline et son recepteur ont un grand role physiologique a jouer dans la regulation du 
flot sanguin. 
Le tableau 1.1.1 resume les differentes etudes de la localisation tissulaire de l'ARNm du 
recepteur APJ-R et de l'apeline chez le rat, la souris et rhomme. 
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(Kleinz et Daveport. 2005) 
Tableau 1.1.1.: Distribution de l'ARNm du recepteur APJ-R et de l'apeline chez le rat 
(rat), la souris (mouse) et 1'homme (human) dans differents organes. 
1.2. Les effets physiologiques du systeme apelinergique. 
1.2.1 Quelques effets generaux de l'apeline : 
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Plusieurs etudes ont deja demontrees que l'apeline a des effets physiologiques sur 
plusieurs systemes. L'apeline a la propriete d'augmenter la mitogenese de plusieurs 
cellules : les cellules endotheliales vasculaires, les cellules enterochromafines gastriques 
et les osteoblastes (Masri et al. 2004 ; Kasai et al. 2004 ; Wang et al. 2004 ; Xie et al. 
2006). Decouvert dans l'estomac, des etudes ont demontre que l'apeline produit une 
augmentation de la relache de rhormone CCK et de l'histamine accompagnee par une 
diminution de la relache d'acide gastrique (Wang et al. 2004 ; Lambrecht et al. 2006). 
Elle aurait done un effet protecteur sur l'estomac. L'apeline inhibe la secretion d'insuline 
au niveau des cellules du pancreas (Sorhede Winzell et al. 2005) creant de cette facon un 
lien entre le diabete, les maladies cardiovasculaires et l'obesite, puisqu'il est demontre 
que les taux d'apeline chez les obeses sont augmentes, tout comme l'insuline (Boucher et 
al. 2005). 
1.2.2. Les effets diuretiques. 
Sa forte presence dans le cerveau et particulierement dans 1'hypothalamus suggere que 
l'apeline est impliquee dans la regulation centrale de differents systemes. L'equipe de 
Reaux a ete la premiere a determiner que l'apeline a des effets sur l'homeostasie 
liquidienne. Par l'injection intra-cerebro-ventriculaire (ICV) de l'apeline 17 chez le rat, 
ils ont observe une diminution de la relache sanguine de AVP (neurohormone anti-
diuretique) au niveau de l'hypophyse posterieure. Ils supposent done que l'apeline, via 
son recepteur APJ-R, peut inhiber l'activite neuronale des cellules AVP du SON (Reaux 
etal. 2001). 
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L'equipe de De Mota a confirme l'implication de l'apeline dans l'equilibre hydrique. lis 
ont demontre que l'apeline et l'AVP sont co-localisees dans les cellules du SON et PVN. 
L'activite phasique electrique de ces neurones AVP est inhibee en presence d'apeline 
menant ainsi a une diminution plasmatique d'AVP et a une augmentation de la diurese 
(De Mota et al. 2004). Chez le rat deshydrate, ils ont observes qu'il y a une diminution 
plasmatique d'apeline et une augmentation de sa concentration dans les noyaux 
hypothalamiques. Les auteurs ont conclus que l'AVP et l'apeline sont en relation 
d'antagoniste. Les deux peptides peuvent agir de facon autocrine sur les neurones AVP et 
sont deux regulateurs importants dans le controle de l'homeostasie liquidienne de 
l'organisme par Phypothalamus; l'AVP agissant comme hormone ayant un effet anti-
diuretique et l'apeline comme une hormone ayant un effet diuretique. 
Ces resultats obtenus chez le rat ont ete confirmes egalement chez l'homme. Azizi et son 
equipe ont observe chez dix sujets humains, que l'augmentation de l'osmolarite sanguine 
induisait une augmentation plasmatique d'AVP et une diminution d'apeline (Azizi et al. 
2008). Inversement, une diminution de l'osmolarite sanguine induisait l'effet contraire, 
une augmentation de la concentration plasmatique d'apeline avec une diminution d'AVP. 
Ainsi, cette etude suggere que la regulation de l'equilibre hydrique par l'apeline tel 
qu'observe chez le rat est egalement presente chez l'homme. 
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La figure 1.2.2. represente un resume de la regulation croisee entre l'apeline et l'AVP au 
niveau de l'hypothalamus et l'effet de diurese chez le rat. 
Hypothalamus 
SON 
L'apeline I? eu K17F (#) inject** 
por vole central*, en agissant sur 
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(Llorens-Cortes et Beaudet en 2005) 
Figure 1.2.2.: Action centrale de l'apeline 17 (K17F). Chez la rate en lactation, l'apeline 
17 (K17F) inhibe l'activite electrique phasique des neurones magnocellulaires AVP et la 
secretion systernique de l'AVP, provoquant une augmentation de la diurese aqueuse. Les 
deux photographies d'immunofluorescence a droite de la figure represented le corps 
cellulaire d'un neurone magnocellulaire marque avec un anticorps dirige contre l'AVP (en 
rouge) et avec un anticorps dirige contre l'apeline (en vert). 
Les resultats de Finhibition de l'activite electrique par l'apeline aux niveaux des neurones 
sont tres interessants dans le role de l'apeline sur le coeur. En effet, ce dernier contient un 
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systeme de conduction electrique du potentiel d'action compose de cellules situees au 
niveau du noeud sinusoidal (SA), du noeud auriculo-ventriculaire (AV), du bulbe de Hiss 
et des fibres de Purkinje. Le meme mecanisme de 1' inhibition de la conduction electrique 
neuronale par l'apeline pourrait etre actif dans le systeme de conduction cardiaque. 
Comme le courant sodique correspond a la phase 1 du potentiel d'action, une modification 
de ce courant pourrait expliquer la perte de l'activite electrique des neurones en presence 
d'apeline. 
1.2.3. Les effets vasculaires. 
La localisation du recepteur APJ-R et de l'apeline aux niveaux des cellules endothelials 
et du muscle lisse vasculaire supporte l'hypothese d'une fonction physiologique 
vasculaire pour l'apeline. Lee et son equipe ont ete le premier groupe a demontrer que 
l'apeline diminue la pression sanguine pendant plusieurs minutes chez le rat anesthesie 
lorsque injectee en intraveineux (IV) (Lee et al. 2000). Ces resultats ont ete confirmes 
par d'autres equipes qui ont aussi demontre que la diminution de la pression sanguine est 
accompagnee d'une augmentation du rythme cardiaque (Reaux et al. 2001; El Messari et 
al. 2004; Tatemoto et al. 2001). Cette augmentation du rythme cardiaque est par contre 
un reflexe au niveau du systeme nerveux autonome face a la diminution de la pression 
sanguine. En effet, Cheng et son equipe ont demontre que la tachycardie induite par 
l'apeline peut etre inhibee par un blocage des ganglions parasympathiques. Ce bloc n'a 
toutefois pas d'influence sur la pression sanguine, l'apeline produit toujours son effet 
dilatateur veineux et arteriel (Cheng et al. 2003). Ainsi, d'apres les etudes vasculaires de 
l'apeline, ce peptide ne semble pas affecter l'excitabilite cardiaque par une modification 
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de son rythme, bien que toutefois, cette hypothese soit controversee dans la litterature 
(Reauxetal. 2001; El Messarietal. 2004; Tatemoto et al. 2001). 
Le mecanisme d'action de l'effet vasodilatateur de l'apeline semble etre le meme que 
celui de la bradykinine; la production de d'oxyde nitrique (NO). En effet, Tatemoto et 
son equipe ont determine que la chute de pression sanguine est abolie par le L-NAME, un 
inhibiteur de 1'enzyme de la synthese de l'oxyde nitrique (NOS) (Tatemoto et al. 2001). 
L'equipe de Jia a confirme que l'apeline agit via cette voie. lis ont observe que l'apeline 
augmente la production de nitrates (NCV), l'activite catalytique de NOS constitutive 
dependante du calcium, la capture de L-arginine et 1'expression de NOS sur des aortes 
isolees non denudees d'endothelium (Jia et al. 2007). L'apeline peut ainsi, via son 
recepteur APJ-R, activer la NOS dans les cellules endothelials vasculaires, permettre la 
transformation de L-arginine en L-citruline, ce qui induit la relache de NO sur les muscles 
lisses vasculaires sous-jacents. Le NO peut activer la gluanylate cyclase dans ce tissu et 
augmenter la concentration intracellulaire de GMPc (Figure 1.2.3 section de droite). Ce 
dernier induit une vasorelaxation du muscle en favorisant une diminution de la 
concentration intracellulaire de calcium. II peut egalement activer les canaux potassiques 
ce qui amene une hyperpolarisation de la cellule et diminue ainsi l'excitabilite cellulaire, 
et par consequent la contraction. (Cohen et Vanhoutte 1995). 
Toutefois, l'apeline sous certaines conditions peut induire une vasoconstriction du muscle 
lisse. Katugampola a demontre cet effet sur la veine saphene humaine denudee 
d'endothelium (Katugampola et al. 2001). Le mecanisme d'action de ce processus a ete 
explique par l'equipe de Hashimoto, tel qu'illustre a la section de gauche de la figure 
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1.2.3. lis ont determine que l'activation du recepteur APJ-R au niveau des cellules 
musculaires lisses vasculaires permet l'activation de la proteine Gi/0, de la proteine kinase 
C (PKC), des echangeurs sodium-hydrogene (NHE) et sodium/calcium (NCX). Cette 
cascade a pour effet d'augmenter le calcium intracellulaire et la phosphorylation de la 
chaine legere de la myosine dans ce tissu et par consequence d'augmenter la contraction 
musculaire (Hashimoto et al. 2006). Les auteurs laissent supposer que l'effet 
contradictoire de l'apeline sur les vaisseaux denudes ou non denudes d'endothelium serait 
d'autant plus important lors de pathologies. En conditions physiologiques, l'apeline 
pourrait induire une vasorelaxation des vaisseaux par une production de NO de 
l'endothelium et diminuer la pression sanguine, tandis que Ton peut speculer qu'en 
conditions pathologiques telle que rarteriosclerose, l'apeline pourrait avoir un acces 
direct au muscle et produire une vasoconstriction (Hashimoto et al. 2006). 
La figure 1.2.3 resume les differents effets de l'apeline aux niveaux de l'endothelium et 
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Figure 1.2.3.: Effets vasculaires de l'apeline. A gauche: L'effet vasoconstricteur de 
l'apeline sur le vaisseau denude d'endothelium. A droite: L'effet vasodilatateur de 
l'apeline sur le vaisseau non denude d'endothelium. 
L'effet contradictoire de la vasorelaxation et de la vasocontriction est d'autant plus 
interessant lorsque Ton compare ses effets avec le muscle cardiaque. Le muscle 
cardiaque a une plus grande probability de se comporter comme le muscle vasculaire en 
presence d'apeline. En effet, le muscle cardiaque ne possede pas de cellules 
endotheliales. Ainsi, la liaison de l'apeline sur son recepteur APJ-R dans ce type 
cellulaire ne peut engendrer une production de NO et une relaxation du muscle cardiaque. 
Par contre, l'apeline pourrait aller se lier directement sur les cardiomyocytes, et induire 
une contraction par 1'activation de la proteine Gj, de la PKC et des echangeurs NHE et 
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NCX. D'ailleurs, l'equipe de Szokodi a demontre que l'apeline induit une augmentation 
de la force de contraction du coeur supportant d'autant plus cette hypothese (Szokodi et al. 
2002). 
1.3. Les effets cardiaques de l'apeline. 
Les premieres etudes experimentales sur le role physiologique cardiaque de l'apeline ont 
demontre que cette hormone augmente sa force de contraction. Les etudes de localisation 
de l'apeline et de son recepteur laissaient supposer un role physiologique puisque leurs 
expressions proteiques sont en grande quantite dans cet organe. Szokodi et son equipe ont 
ete les premiers a demontrer que l'apeline a un effet inotrope positif (augmentation la 
force de contraction du coeur). L'apeline est l'agent endogene le plus puissant, avec la 
moitie de son effet maximal (EC50) a une concentration de 33pM. Les auteurs ont observe 
que l'effet de l'apeline sur les cosurs isoles de rats est en partie a la proteine Gi ou G0, 
mais que l'effet de la proteine Gq/n n'est pas completement exclu. lis ont demontre que 
l'effet inotrope de l'apeline est egalement du a 1'activation de la phospholipase C (PLC) et 
de la PKC, et que les echangeurs NHE et NCX sont egalement impliques. L'activite des 
echangeurs NHE et NCX depend de la force electromotrice, qui elle depend du potentiel 
membranaire ainsi que des differentes concentrations des ions impliques. Des 
modifications des concentrations intracellulaires de sodium, d'hydrogene et de calcium 
vont done pouvoir moduler les echangeurs NHE et NCX. Une derniere observation 
importante de cette etude porte sur les differents courants cardiaques. L'apeline ne 
modifie pas les courants calciques ni les courants potassiques. Ainsi, Szokodi a prouve 
pour la premiere fois que l'apeline a un effet inotrope positif lent, independant du courant 
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calcique, mais soutenue au niveau du cceur (Szokodi et al. 2002). Toutefois, l'effet de 
l'apeline sur le courant sodique, courant responsable de la depolarisation initiale et un 
important modulateur de la concentration intracellulaire de sodium, n'a pas ete evalue. 
Les etudes subsequentes sur le sujet se sont par la suite interessees a Taction de l'apeline 
lors de pathologies cardiaques. Plusieurs etudes animales ont demontre que l'apeline a un 
effet inotrope positif tant sur des coeurs normaux que sur des cceurs insuffisants cardiaques 
(Berry et al. 2004 ; Jia et al. 2005 ; Dai et al. 2006 ; Farkasfalvi et al. 2007). Plus 
particulierement, Dai et son equipe ont demontre que l'effet dose-dependant de l'apeline 
est du a une augmentation de calcium intracellulaire au niveau de myocytes cardiaques 
plutot qu'une augmentation de la sensibilite des myofilaments contractiles au calcium 
(Dai et al. 2006). Cette etude est contradictoire avec une etude subsequente de 
Farkasfalvi et al. (2007) qui ont demontre que l'apeline induit un retrecissement des 
sarcomeres dans des myocytes isoles. Le mecanisme de l'effet inotrope positif n'est par 
contre pas du a une augmentation du calcium intracellulaire, mais a une augmentation de 
l'activite de l'echangeur NHE. L'activite de cet echangeur depend en partie des 
modifications du sodium et d'hydrogene intracellulaires. L'alcalinisation intracellulaire 
de la cellule produite par Taugmentation de l'activite de cet echangeur a pour effet 
d'augmenter la sensibilite au calcium des myofilaments, et ainsi d'augmenter la 
contraction cardiaque (Farkasfalvi et al. 2007). 
Cette etude a ete egalement la premiere a demontrer que l'apeline accelere la propagation 
du potentiel d'action cardiaque dans une couche cellulaire de cardiomyocytes de nouveau-
nes. L'augmentation de Pexcitabilite cellulaire est directement reliee avec la localisation 
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du recepteur APJ-R situe au niveau des structures impliquees dans la conduction 
cardiaque tels que les T-tubules et les disques intercalaires. Cette augmentation de 
l'excitabilite cardiaque peut egalement etre reliee aux differents courants ioniques du 
potentiel d'action cardiaque. Comme Szokodi n'a observe aucun effet de l'apeline sur les 
courants calciques et potassiques, il est possible qu'elle modifie le courant sodique 
responsable de la depolarisation des myocytes. 
Le mecanisme exact par lequel l'apeline induit une augmentation de la contraction 
cardiaque demeure toujours inconnu. Toutefois, son implication sur le systeme cardiaque 
est indeniable, particulierement lors de pathologies. Plusieurs etudes animales ont 
demontre que l'apeline produit une augmentation de la contraction cardiaque chez des 
cceurs insuffisants (Berry et al. 2004 ; Jia et al. 2005 ; Dai et al. 2006 ; Farkasfalvi et al. 
2007). Les etudes d'expression de l'apeline et de son recepteur APJ-R ont demontre 
l'importance de ce systeme en pathologic L'expression de l'apeline et de son recepteur 
est effectivement diminuee lors d'insuffisance cardiaque chez le rat (Jia et al. 2005 ; 
Szokodi et al. 2002; Iwanaga et al. 2006). La diminution de l'expression de cette 
hormone lors de 1'infarctus pourrait accelerer la deterioration du cceur, puisque les effets 
benefiques de l'apeline (vasodilatateur, hypotenseur et inotrope positif) sont diminues. 
L'apeline semble egalement avoir un effet cardio-protecteur si elle est perfusee pendant 
une ischemic Kleinz et Baxter ont demontre que son expression est augmentee lors 
d'ischemie (Kleinz et Baxter. 2008). Kuba et ses collaborateurs ont quant a eux observes 
que les souris deficientes du gene de l'apeline developpent des pertes de contractilite 
cardiaque avec Page et finissent par souffrir d'insuffisance cardiaque (Kuba et al. 2007). 
Les etudes animales ont done demontrees que l'apeline a des effets cardioprotecteur. 
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Les etudes sur l'homme demontrent egalement certains liens entre diverses pathologies et 
le systeme apelinergique. Foldes et al. ont evalue les concentrations plasmatiques 
d'apeline chez une population d'insuffisant cardiaque (IC) et ces derniers ont des 
concentrations d'apeline significativement moins elevees que le groupe controle (Foldes 
et al. 2003). Chen et son equipe ont quant a eux determine que l'apeline circulante est 
augmentee lors d'une dysfonction du ventricule gauche. lis ont aussi observe que les 
niveaux proteiques d'apeline et du recepteur APJ-R sont augmentes dans les stades 
precoces I et II de l'IC, mais qu'il diminuait a des niveaux sous la normale lors des stades 
tardifs III et IV de la pathologies (selon le NYHA) (Chen et al. 2003). 
D'autres etudes dans de plus grosses cohortes ont confirme les resultats de Foldes ou l'IC 
est associe avec une diminution de la concentration plasmatique d'apeline, et ce, a tous les 
stades d'lC (Goetze et al. 2005 ; Chong et al. 2006 ; Francia et al. 2006). Toutes ces 
etudes demontrent bien qu'il existe un lien entre l'insuffisance cardiaque et les niveaux 
d'apelines. La plupart des auteurs supposent que l'apeline est une hormone qui agirait de 
facon compensatoire a la diminution de la force de contraction du ventricule gauche. 
Toutefois, en IC, l'apeline n'est plus exprimee, son effet benefique est absent, favorisant 
ainsi la progression de la pathologic Ce qui est certain, c'est que le systeme 
apelinergique a bien un role a jouer dans les pathophysiologies cardiaques et que son 
etude est primordiale. La decouverte d'un agoniste non-peptidique du recepteur APJ-R de 
l'apeline pourrait egalement mener a une nouvelle medication dans le traitement de l'IC. 
18 
1.4 : Les mecanismes de la contraction cardiaque. 
Nous ferons ici un bref rappel des mecanismes impliques dans la contraction cardiaque. 
L'homeostasie calcique est un element crucial dans la contraction cardiaque. A l'etat 
basal, sans stimulation electrique, le calcium intracellulaire libre est a une concentration 
de l'ordre du nanomolaire. La contraction cardiaque est effectuee lorsque les tetes de 
myosines se lient aux filaments d'actines et induisent le raccourcissement des sarcomeres. 
Lorsque la concentration de calcium intracellulaire est faible, les tetes de myosines ne 
peuvent pas se lier aux filaments d'actine puisque le complexe de la troponine induit un 
encombrement sterique sur les filaments d'actines, empechant l'interaction entre les deux. 
Cet encombrement sterique est deplace par la liaison du calcium sur la troponine C lors 
d'une augmentation de la concentration intracellulaire de calcium induisant un 
deplacement du complexe de la troponine. Le site de liaison de la tete de myosine sur les 
filaments d'actines est libere. La myosine peut aller s'y lier et induire la contraction 
cardiaque. La figure 1.4.1 represente les mecanismes de contraction impliquant les 
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Figure 1.4.1 : Meeanisme de la contraction musculaire cardiaque impliquant les filaments 
de myosines et d'actines. En haut: Meeanisme de contraction entre les filaments d'actines 
et les myosines. 1 : L'ATP (adenosine triphosphate) lie la tete de myosine, ce qui permet 
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la relache du complexe tete de myosine/actine. 2 : L'ATP est hydrolyse en ADP 
(adenosine diphosphate), la tete de myosine est phosphorylee ce qui permet a la tete de 
myosine de retourner a l'etat relaxe. 3 : L'augmentation du calcium intracellulaire permet 
la liaison de la tete de myosine au filament d'actine. 4 : La dephosphorylation de la tete 
de myosine permet la flexion de celle-ci et le raccourcissement des sarcomeres, et par 
consequent, la force de contraction. 5 : L'ADP est libere du complexe. En bas : Le 
complexe de la troponine produit un encombrement sterique avec le site de liaison de la 
tete de myosine sur le filament d'actine. L'augmentation du calcium intracellulaire 
permet la liaison de l'ion au niveau de la troponine C. Ceci cree un deplacement du 
complexe troponine et rend accessible le site de liaison a la tete de myosine. 
Tel que mentionne ci haut, pour que la contraction se produise, il faut tout d'abord une 
augmentation de la concentration de calcium a l'interieur du myocyte cardiaque. Cette 
elevation est declenchee par le potentiel d'action cardiaque de la cellule. Le potentiel 
d'action est tout d'abord genere au niveau du noeud SA situe au dessus des oreillettes et se 
propage tout le long des celles-ci provoquant leurs contractions. Une fois le potentiel 
arrive au niveau du noeud AV, il se propage le long des faisceaux de Hiss, des fibres de 
Purkinje, des ventricules, ce qui permet leurs depolarisations. Ces dernieres induisent 
leurs contractions de l'apex vers la base du cceur pour permettre 1'ejection du sang dans 
l'aorte et le tronc pulmonaire. 
La conduction electrique tout le long de ces structures est assuree par le potentiel d'action 
cardiaque qui est divise en cinq phases (0 a 4) tel que represente a la figure 1.4.2. Tout 
d'abord, lorsque la cellule est a l'etat de repos, le potentiel membranaire est autour de -90 
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mV et les canaux sont a l'etat ferme. II s'agit de la phase 4 ou la cellule est au repos. Le 
stimulus electrique provenant du noeud AV (ou de l'activite pacemarker du noeud SA pour 
les oreillettes) permet aux myocytes d'entrer en phase 0 du potentiel d'action, soit la 
depolarisation membranaire. Cette phase est caracterisee par Fouverture des canaux 
sodiques cardiaques voltage-dependants. lis permettent l'entree de sodium a l'interieur 
des myocytes, ce qui a pour effet de modifier le potentiel de la membrane, le menant a 
environ +20mV. La depolarisation membranaire induit l'ouverrure de deux autres types 
de canaux voltage-dependants ; les canaux calciques et potassiques durant la phase 1 du 
potentiel. La sortie du potassium a l'exterieur du myocytes induit une petite 
repolarisation. La phase 2 est nomme la phase plateau. II y a un equilibre entre les 
courants entrant, tel que le courant calcique, et les courants sortant, tels que les courants 
potassiques. Ce phenomene maintient le voltage de la membrane a des niveaux stables, 
aux alentours de OmV. L'entree de calcium extracellulaire se fait principalement durant 
cette phase plateau. Par la suite, la fermeture progressive des canaux calciques amene une 
repolarisation de la membrane. Les courants potassiques sortant permettent la sortie de 
potassium ce qui caracterise la phase 3. Enfin, lorsque la membrane est de retour a des 
potentiels de -90mV, la cellule est maintenant au repos, a la phase 4, ou les canaux 
retournent a l'etat ferme (Katz. 2001). 
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Figure 1.4.2 : Potentiel d'action cardiaque. Le potentiel membranaire est fonction du 
temps. Le T.P. signifie le potentiel seuil du declenchement du potentiel d'action. 
Des modifications des differents courants vont directement affecter le potentiel d'action, 
soit en le prolongeant ou en le diminuant. La modification du potentiel d'action va done 
egalement produire des modifications sur la contraction subsequente des myocytes. Par 
exemple, une diminution de 1'amplitude du courant sodique peut induire une plus faible 
depolarisation, diminuant l'amplitude du potentiel d'action et done induire une mauvaise 
contraction cardiaque et vice-versa. Ainsi, la regulation des courants ioniques est tres 
importante dans la regulation de la contraction cardiaque. 
L'augmentation du calcium intracellulaire debute par l'ouverture des canaux calciques 
voltage-dependants dans la phase 1 et 2 du potentiel d'action cardiaque qui vont a leur 
tour declencher le mecanisme de relache de calcium induite par le calcium (RCIR). Les 
recepteurs a la ryanodine du reticulum sarcoplasmique qui lient le calcium provenant de 
l'espace extracellulaire, vont liberer le reservoir de calcium contenu dans cette organelle. 
Ce dernier est la principale source de calcium pendant la contraction. 
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La regulation du calcium est critique pour la regulation de la contraction des myocytes 
cardiaques. Les concentrations doivent etre continuellement modifiees afin de permettre 
la systole (contraction ventriculaire) par une augmentation du calcium intracellulaire, mais 
egalement pour permettre la diastole (relaxation ventriculaire) par une diminution de ce 
meme calcium intracellulaire. En effet, si le calcium intracellulaire etait toujours eleve, la 
cellule serait en contraction constante, amenant le coeur a etre tetanise ce qui 
l'empecherait de remplir sa fonction de pompe pour la circulation sanguine. 
Plusieurs systemes dans les myocytes existent afin de permettre une bonne extrusion du 
calcium apres la contraction. Tout d'abord, la majorite du calcium est repompee a 
l'interieur du reticulum sarcoplasmique et des mitochondries a partir de la pompe 
calcium-ATPase. Une autre partie est exclue du cytosol par cette pompe au niveau de la 
membrane sarcoplasmique. Enfin, l'echangeur NCX au niveau de la membrane permet la 
sortie d'un ion calcium par l'entree de trois ions sodium dans le cytosol. Cet echange se 
produit principalement a la fin du potentiel d'action, lorsque le calcium intracellulaire est 
en grande quantite. II est important de noter que cet echangeur peut egalement agir en 
mode inverse; une entree de calcium en echange d'une sortie d'ions sodium. Ce mode 
inverse est effectif lorsque la force electromotrice est inversee, qui elle est fonction du 
potentiel membranaire et des concentrations intra et extra cellulaires des ions sodium et 
calcium (Katz. 2001). Dans la phase 0 du potentiel d'action, tous ces parametres sont 
modifies ayant pour effet d'inverser la force electromotrice et de reverser les echanges 
d'ions. 
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Des modifications de ces mecanismes d'exclusion du calcium dans les myocytes peuvent 
etre responsables de l'effet inotrope positif de l'apeline. Une diminution de la vitesse 
d'exclusion du calcium peut augmenter la force de la contraction ventriculaire. Ce 
mecanisme d'exclusion du calcium explique l'implication de l'echangeur NCX par 
Szokodi dans l'effet inotrope positif de l'apeline (Szokodi et al. 2002). La figure 1.4.3 
est une schematisation de la regulation du calcium au niveau du myocyte. 
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Figure 1.4.3 : Regulation du calcium intracellulaire dans une cellule cardiaque. L'encadre 
demontre la relation avec le temps du potentiel d'action (AP), de la concentration 
intracellulaire du calcium transitoire ([Ca]i) et de la contraction mesures dans un myocyte 
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de lapin a 37.7°C. RyR = recepteur a la ryanodine. Em = potentiel membranaire. PLB = 
phospholamban. SR = reticulum sacroplasmique. 
II y a deux methodes pour augmenter la force de contraction cardiaque. Premierement, la 
sensibilite au calcium de la troponine C peut etre modifiee. Une alcalinisation 
intracellulaire peut augmenter la capacite du calcium a se lier au complexe de la troponine 
C. Une elevation de pH cytosolique peut done augmenter la contraction cardiaque avec 
une merae concentration de calcium intracellulaire. (Kramer et al. 1991 ; Kang and 
Walker, 2006). Une augmentation de l'activite de l'echangeur NHE peut modifier entre 
autre le pH. Lorsque l'activite est augmentee, la vitesse d'echange permet une plus 
grande entree de sodium intracellulaire accompagnee par une sortie d'hydrogene a 
l'exterieur de la cellule induisant l'elevation de pH. L'equipe de Farkasfalvi supporte 
l'hypothese que l'apeline augmente la sensibilite au calcium puisqu'ils ont observe une 
activation de NHE menant a une elevation du pH en presence d'apeline ce qui aurait pour 
effet d'augmenter la sensibilite des myofilaments et ainsi de produire l'effet inotrope 
positif (Farkasfalvi et al. 2007). Toutefois, ces resultats demeurent controverses puisque 
l'equipe de Dai a specifiquement demontre que l'apeline ne modifie pas la sensibilite des 
myofilaments au calcium (Dai et al. 2006). 
Deuxiemement, le calcium intracellulaire peut etre augmente, ce qui a pour effet 
d'augmenter le nombre de site de liaison sur les filaments d'actines disponibles aux tetes 
de myosines. Ceci permet a un plus grand nombre de tetes d'aller se lier, d'augmenter le 
raccourcissement des sarcomeres et d'augmenter la force de contraction. L'augmentation 
du courant calcique, 1'augmentation de la liberation du calcium du reticulum 
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sarcoplasmique, la diminution de l'exclusion de calcium par NCX ou l'augmentation de 
l'activite de l'echangeur NCX en mode inverse sont des facteurs responsables d'une 
augmentation du calcium intracellulaire. L'etude de Szokodi a demontre que l'apeline n'a 
aucun effet sur le courant calcique excluant done ce mecanisme. lis ont toutefois 
determine que l'echangeur NCX a une certaine implication dans l'effet inotrope positif de 
l'apeline (Szokodi et al. 2002). 
Nous supposons que l'effet inotrope positif de l'apeline serait effectivement lie a 
l'echangeur NCX, mais par un mecanisme different de Pactivation directe de la PLC-PKC 
et des echangeurs NHE et NCX propose par Szokodi. Nous proposons l'hypothese 
suivante; l'apeline produit son effet inotrope positif par une augmentation du courant 
sodique au niveau des myocytes. Cette augmentation du courant modifie par la suite les 
concentrations intracellulaires de sodium ce qui mene a une augmentation du mode 
inverse de l'echangeur NCX, une diminution de la vitesse d'echange de ce dernier en 
mode standard et done une augmentation de calcium intracellulaire. L'augmentation des 
concentrations intracellulaires de sodium a ete largement associee dans la litterature a un 
effet inotrope positif (Alvarez et al. 1999 ; Bers et al. 2002 ; Mills et al. 2007). 
1.5. Le courant sodique cardiaque : 
Le courant sodique cardiaque est un courant entrant qui laisse penetrer les ions sodium 
extracellulaires (concentration de 140mM) dans le cytosol (concentration de lOmM). La 
membrane sarcoplasmique n'est pas permeable au sodium, et ce dernier doit done passer 
par des canaux selectifs, les canaux sodiques voltage-dependants, pour induire un courant 
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positif entrant et une depolarisation membranaire. Plusieurs sous-types de canaux 
sodiques se retrouve dans l'organisme. Le sous-type Nav1.5 est le plus fortement exprime 
dans le coeur. Ce sous-type est caracterise par une resistance a la tetrodotoxine tandis que 
les autres sous-types neuronaux et musculaires sont sensibles a cette toxine. II est code 
par le gene SCN5A et code pour la sous-unite a du canal de 2016 acides amines. La 
proteine est formee de quatre differents domaines (domaine I a IV) ou chacun est 
constitue de six segments transmembranaires (SI a S6). Le pore du canal est compose par 
quatre P-loop situes entre les segments transmembranaires 5 et 6 des quatre domaines du 
canal. L'assemblage des quatre P-loop permet la haute selectivite du canal pour le 
sodium. Le courant sodique cardiaque est un courant tres rapide, de courte duree et de 
grande amplitude. Son activation permet une depolarisation rapide de la membrane, celle-
ci passant de -90mV a +20mV par 1'entree des ions positifs a l'interieur du cytosol. La 
vitesse de depolarisation du potentiel d'action depend des canaux sodiques. Le courant 
sodique peut etre regule par differentes voies de signalisation. 
Le canal sodique a trois etats dans lequel il peut etre ; l'etat ferme, ouvert et inactive. La 
figure 1.5.1 illustre les trois etats du canal sodique cardiaque. 
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Figure 1.5.1 : Trois etats de conformation du canal sodique cardiaque. F represente l'etat 
ferme, O represente l'etat ouvert et I represente l'etat inactive. 
L'etat ferme est observe lorsque le potentiel de membrane est a des potentiels 
hyperpolarises, par exemple lorsque le myocyte est en periode de repos a -90mV. 
Comme le canal est voltage-dependant, il s'ouvre suite a une depolarisation membranaire. 
L'activation du canal est definie par Hodgkin-Huxley comme un processus rapide qui 
ouvre les canaux sodiques durant la depolarisation membranaire (Hodgkin et Huxley. 
1952a, b). Les segments transmembranaires S4 de chaque domaine seraient responsables 
de la dependance du voltage pour l'ouverture des pores des canaux. En effet, les 
segments S4 possedent huit acides amines charges positivement a tous les trois residus 
dans la region transmembranaire (Hille. 1992). Cette configuration est generalement peu 
observee dans une region transmembranaire puisqu'il s'agit d'une region hydrophobe, et 
que les residus hydrophobes ou non charges se retrouvent generalement dans ces 
structures. Toutefois, selon les diverses theories, ces residus agiraient comme des 
senseurs de voltage (Horn. 2005). Par analogie a la structure des canaux potassiques, ces 
segments charges adoptent une configuration differente lors d'une depolarisation et 
permettre l'ouverture du canal. Ainsi, lorsqu'une cellule adjacente transmet un courant 
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cationique non specifique par les jonctions serrees a une cellule voisine, ce courant 
penetrant dans la cellule cree une petite depolarisation membranaire qui permet 
1'activation et l'ouverture des canaux sodiques cardiaques. 
Une caracteristique importante de ce canal est qu'apres son ouverture, celui-ci s'inactive 
de lui-meme apres une petite periode de temps, de l'ordre de vingt millisecondes, si le 
voltage est maintenu. Toujours selon Hodgkin-Huxley, l'inactivation est un processus 
plus lent qui ferme les canaux pendant la depolarisation (Hodgkin et Huxley. 1952a, b). 
Pour modifier cette conformation du canal, il faut absolument que la membrane soit 
repolarisee ou hyperpolarisee pendant plusieurs millisecondes. Cette inactivation a la 
propriete d'empecher les canaux sodiques de se rouvrir apres une premiere activation, 
menant ainsi a une perte d'excitabilite membranaire pendant et apres le potentiel d'action. 
L'inactivation est souvent illustree comme un processus de bouchon. Le pore est une 
ouverture dans la membrane et lorsqu'il est a l'etat ferme, une porte d'activation dans le 
pore, schematisant les segments S4 empeche les ions de passer. Par contre, lorsque cette 
porte est ouverte, les ions positifs entrent dans la cellule et generent un courant. Par la 
suite, un deplacement d'une porte d'inactivation (bouchon) s'effectue pour aller fermer le 
pore du canal du cote intracellulaire, ce qui va empecher de l'entree des ions. C'est 
seulement lorsque la membrane retourne a l'etat repolarise que ce porte d'inactivation va 
liberer l'ouverture intracellulaire du pore. La figure 1.5.2 est une schematisation des 




Figure 1.5.2 : Schematisation du processus d'activation et deactivation du canal sodique 
cardiaque. 1. Lorsque la membrane (jaune) est au repos, le canal est bloque par la porte 
d'activation de la proteine. 2. Lorsque le canal sodique ressent un changement de voltage 
membranaire par une depolarisation provenant des jonctions serrees adjacentes, les 
segments S4 du canal (helice rouge) changent de conformation. 3. Ce changement 
permet 1'ouverture de la porte d'activation, laissant entrer le sodium (charges positives 
rouges) a l'interieur de la cellule par le canal sodique. Ce mouvement est pousse par la 
force electromotrice du sodium. 4. Comme la porte d'activation du canal ne peut se 
fermer pendant que la membrane est depolarisee, la porte d'inactivation ferme le canal 
jusqu'a ce que le potentiel membranaire soit retabli. Lorsque le potentiel est de retour a 
l'etat de repos, la porte d'activation est fermee, la porte d'inactivation est retournee a sa 
configuration ouverte et le canal sodique est pret a reagir a un autre stimulus. 
L'inactivation du canal est tres importante en physiologie cardiaque, car elle arrete la 
depolarisation a un voltage environ 20mV. Si ce mecanisme n'etait pas en place, le 
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potentiel membranaire demeurerait depolarise pendant une longue periode de temps, et la 
repolarisation subsequente serait beaucoup plus longue ayant pour effet de prolonger la 
duree du potentiel d'action. II est tres important de noter que lorsque le canal est dans 
l'etat inactive, il ne peut pas se rouvrir, il doit absolument retourner a la configuration 
fermee. Ce processus est egalement voltage-dependant. Le potentiel membranaire doit 
retourner a des potentiels tres negatifs, proche du potentiel de repos membranaire, pour 
pouvoir retrouver sa configuration fermee. 
Le temps de reactivation du canal sodique est defini comme le temps necessaire au canal 
pour passer de la configuration inactive a l'etat ferme. La vitesse de ce processus est 
voltage-dependante; le potentiel membranaire doit retourner a des valeurs pres du 
potentiel de repos pour enlever l'inactivation. Ceci peut prendre jusqu'a 100 ms afin que 
tous les canaux soient disponibles pour une activation subsequente. Ce temps de 
reactivation est directement relie a la periode refractaire cardiaque. Cette derniere est 
definie comme la periode ou l'excitabilite cellulaire est diminuee, etant donne que les 
canaux sodiques sont dans l'etat inactive. La periode refractaire absolue est definie 
comme la periode ou aucun stimulus, quelque soit son amplitude, peut produire un 
potentiel d'action. La periode refractaire relative est definie comme la periode ou une 
plus grande depolarisation que la premiere est requise pour initier un autre potentiel 
d'action. 
La periode refractaire est tres importante en physiologie cardiaque. Elle assure d'une 
bonne relaxation musculaire afin d'empecher un etat de tetanie, etat qui peut etre atteint 
dans le muscle squelettique. La perte d'excitabilite pendant cette periode est primordiale. 
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Sans celle-ci, une premiere cellule, qui vient de transmettre un potentiel d'action a une 
deuxieme cellule, pourrait etre re-stimulee par cette derniere avant meme que la 
contraction de la premiere cellule soit terminee. Ceci amenerait une perte de 
synchronisation des cellules et causerait des problemes de fibrillations ventriculaires. 
Ainsi, une diminution de la periode refractaire (une diminution du temps de reactivation 
des canaux) peut causer des arythrnies cardiaques puisque les cellules sont trop 
rapidement excitables pendant ou apres le potentiel d'action. Une augmentation du temps 
de reactivation induit l'effet contraire, soit une diminution du rythme cardiaque, puisque 
la periode refractaire est augmentee. 
1.6. Objectifs 
Le but de notre etude est de determiner l'effet de l'apeline sur le courant sodique dans des 
myocytes provenant du ventricule gauche de chien. Bases sur les etudes publiees aux 
niveaux des effets diuretiques, vasculaires et cardiaques de l'apeline, nous proposons 
1'hypothese suivante: l'effet inotrope positif de l'apeline est du a une augmentation du 
courant sodique cardiaque. Une augmentation de celui-ci causerait une augmentation de 
la concentration de sodium intracellulaire. La relation entre un effet inotrope positif et 
une augmentation de la concentration intracellulaire de sodium est largement demontree 
dans la litterature (Alvarez et al. 1999 ;Bersetal. 2002 ; Mills et al. 2007). 
Afin de tester cette hypothese, nous proposons les objectifs specifiques suivants : 
1) Determiner la presence et la localisation du recepteur APJ-R dans notre modele animal 
canin. 
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2) Etudier l'effet de l'apeline sur le courant sodique des myocytes cardiaques. 
3) Etudier les voies de signalisation de la proteine kinase A (PKA) et de la PKC afin de 
determiner leur possible implication dans l'effet de l'apeline. 
Afin de repondre a ces objectifs, nous allons utiliser des cardiomyocytes isoles du 
ventricule gauche de chien. Des techniques d'immunobuvardage, d'immunofluorescence 
et de patch clamp seront utilisees. L'apeline 13 et l'apeline 17 seront utilisees afin de 
determiner s'il existe des differences physiologiques entre les deux formes. Enfin, les 
voies de signalisations seront etudiees par l'activation de la PKA et l'inhibition de la PKC 
lors des experiences de patch clamp. 
Cette etude est primordiale pour l'avancement des connaissances en physiologje 
hormonale et cardiaque. En effet, l'apeline est une nouvelle hormone decouverte il y a 
seulement dix ans. II est important de connaitre ses mecanismes d'action sur les 
cardiomyocytes afin de nous aider a comprendre son role au niveau du coeur. L'apeline 
est a ce jour l'agent endogene inotrope positif le plus puissant (Szokodi et al. 2002). 
Nous voulons connaitre son mode d'action au niveau de courant sodique et des 
concentrations de calcium intracellulaire. Nos travaux pourraient aider a expliquer l'effet 
inotrope positif de l'apeline dont le mecanisme causatif demeure inconnu. 
Les differentes etudes semblent indiquer que l'apeline aurait un potentiel therapeutique 
dans plusieurs pathologies, dont 1'hypertension, le diabete, l'obesite, l'ulcere, certaines 
maladies osseuses (Sorli et al. 2006). II est important de connaitre tous ses effets avant 
de pouvoir developper des agonistes du recepteur APJ-R pour le traitement de celles-ci. 
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De plus, l'apeline pourrait etre utile dans le traitement de l'insuffisance cardiaque, grace a 
ses effets combines inotrope positif, hypotenseur et diuretique. 
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2 : MATERIELS ET METHODES : 
2.1: Prelevement du coeur de chien : 
Toutes les experiences furent effectuees telles qu'approuvees par le Comite d'Ethique de 
l'Universite de Sherbrooke selon le protocole 036-05 et en accord avec les lignes 
directrices du Conseil Canadien de la Protection des Animaux. 
Solutions : 
Solution de Krebs (en mM): 100 Glutamate de potassium; 10 Aspartate de pottasium; 25 
KC1; 10 KH2P04; 2 MgS04; 20 Taurine; 5 Creatine; 0,5 EGTA; 20 Glucose; 10 HEPES; 
0,2% BSA. pH a 7.4 avec NaOH-HCl. 
Protocole : 
Des chiens batards meles labradors ages de plus de 30 jours et ayant un poids entre 20 et 
30 kg furent mis sous sedation par une injection intramusculaire d'un melange de 0,25 
mg/kg d'Atravet (Wyeth Pharmaceutiques, Makham, Ontario) et de 5000 U d'heparine 
sodique (LEO Pharma Inc., Thornhill, Ontario). Apres 15 a 20 minutes, les chiens furent 
anesthesies par une injection IV de 25 mg/kg de sodium pentobarbital (Bimeda-MTC 
Animal Health Care, Cambridge, Ontario) melangee avec 5000 U d'heparine sodique 
(LEO Pharma Inc., Thornhill, Ontario). Lors de la perte de reflexe oculaire de 1'animal, la 
cage thoracique fut ouverte entre la quatrieme et cinquieme cote du cote gauche. Le coeur 
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toujours battant fut retire de l'enveloppe du pericarde. L'aorte et le tronc pulmonaire 
furent coupes et le cceur extrait fut preserve dans une solution de Krebs a 4°C. 
2.2 : Immunobuvardage : 
Solutions : 
Solution A 10 % Gel separateur SDS-PAGE : 0,375 M de Tris-HCl pH 8,8; 0,1% de SDS; 
10% d'acrylamide/bis; 0,2% d'ammonium persulfate; 0,2% (v/v) de TEMED. 
Solution B 4 % Gel concentrateur SDS-PAGE : 0,125 M de Tris-HCl pH 6,8; 0,1% de 
SDS; 4% (v/v) d'acrylamide/bis; 0,2% d'amrnonium persulfate; 0,2% (v/v) de TEMED. 
Solution d'echantillon 2X : 20% (v/v) de Glycerol; 10% (v/v) de p-mercatoethanol; 0,125 
M de Tris-HCl pH 6,8; 4% de SDS; 0.004% de bromophenol blue. 
Solution de Migration : 25 mM de Tris-Base; 190 mM de Glycine; 3,5 mM de SDS; pH a 
8,3. 
Solution de Transfert: 25 mM de Tris-Base; 190 mM de Glycine. 
Solution de Lavage : 20 mM de Tris-Base; 0,5 M NaCl, 0,1% (v/v) de Tween-20; pH a 
7,4. 
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Solution de Blocage: 20% (v/v) de Solution de Transfert sans Tween-20; 5% (v/v) de 
serum; 5% (g/v) de lait en poudre non ecreme; 0,05% (v/v) de Tween-20; 10% (v/v) de 
serum de chevre (Invitrogen Canada Inc., Burlington, Ontario); pH 7,4 avec NaOH. 
Solution d'anticorps primaire: Solution de Blocage contenant une concentration 1 :2000 
d'anticorps Anti-APJ-R de (Neuromics Antibodies, Edina, Minnesota). 
Solution d'anticorps secondaire: Solution de Blocage contenant une concentration 1 :3000 
d'anticorps Chevre Anti-IgG de lapin conjugue a la peroxydase (H+L)-HRP (Invitrogen 
Canada Inc., Burlington, Ontario). 
Protocole: 
Les proteines du coeur de chien furent extraites a partir d'un homogenat du ventricule 
gauche et les proteines du cerveau de rat furent extraites d'un homogenat de cerveau de 
rat. Une quantite de 70 ug de proteines fut melangee a la Solution d'echantillon 2X. Le 
melange tut chauffe a 60°C pendant 10 minutes et par la suite depose dans les puits d'un 
gel SDS-PAGE (4% concentrateur/10% separateur) prealablement remplis avec la 
Solution de Migration pour faciliter le depot. Le gel migrat pendant environ 4h30 a 20 
mA par gel dans la Solution de Migration. Les proteines furent par la suite transferees 
dans la Solution de Transfert sur une membrane de fluorure de polyvinylidene (PVDF) 
(Millipore Corporation, Billerica, Massachusetts) (prealablement activee au methanol) a 
4°C. La membrane contenant les proteines fut par la suite incubee dans la Solution de 
Blocage pendant 2 heures, a temperature piece, sur une plaque agitatrice. La membrane 
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tut ensuite incubee pendant une heure a la temperature de la piece avec Panticorps 
primaire contre le recepteur APJ-R sur une plaque agitatrice. Par la suite, la membrane 
tut lavee avec la Solution de Lavage, 5 fois, pendant 5 minutes. La membrane tut par la 
suite incubee en presence de l'anticorps secondaire Anti-IgG de lapin conjugue a la 
peroxydase pendant 2 heures. Finalement, les complexes immuns turent detectes a partir 
du reactif Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus (PerkinElmer LAS, Inc., 
Boston, Massachusetts). La chemiluminescence tut par la suite visualisee par l'exposition 
de la membrane sur des films Blue XB-1 (Kodak, Cedex, France). 
2.3 : Isolation cellulaire : 
Solutions : 
Solution de Tyrode (en mM): 126 NaCl; 5,4 KC1; 5 MgCl2; 1 NaH2P04; 22 Glucose; 24 
HEPES; 20 Taurine; 5 Creatine; 5 Pyruvate de sodium. pH a 7.4 avec NaOH. Oxygenee 
pendant une heure a 37°C. 
Solution de Tyrode/BDM : Solution de Tyrode avec 28 mM de 2,3 Butanedione 
monoxime. 
Solution 1 : Solution de Tyrode/BDM contenant 2 mM d'EGTA. 
Solution 2 : Solution de Tyrode/BDM contenant 46 300 U de collagenase (Worthington 
Biochemical Corporation, Hornby, Ontario) et 0,1 mM de CaC^. 
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Solution 3 : Solution de Tyrode/BDM contenant 0,1 mM de CaC^. 
Solution de Krebs (en mM) : 100 Glutamate de potassium; 10 Aspartate de pottasium; 25 
KC1; 10 KH2P04; 2 MgS04; 20 Taurine; 5 Creatine; 0,5 EGTA; 20 Glucose; 10 HEPES; 
0,2% BSA. pHa7.4avecNaOH-HCl. 
Protocole: 
Un bloc du ventricule gauche perfuse par 1'artere coronaire anterieure gauche fut excise 
du coeur. Ce bloc fut par la suite canule par cette artere avec une aiguille 18 G (ou 20 G) 
et cette derniere fut maintenue en place par des pinces et du fil chirurgical. L' artere, ainsi 
que toutes les autres flutes potentielles, furent bouchees par des pinces afin de permettre 
une perfusion complete du tissu a un rythme de 4 a 6 ml/min. Le bloc fut par la suite 
installe dans un systeme de perfusion (temperature a 33 °C) qui permet un rythme 
d'ecoulement des differentes solutions de 5 ml/min. Un premier lavage du tissu (5 
minutes) fut effectue avec la Solution 1 contenant de l'EGTA 2 mM afin de chelater le 
calcium extracellulaire. Le bloc fut ensuite perfuse avec la Solution 2 contenant la 
collagenase pendant 25 a 45 minutes, ce qui permettait la digestion du tissu conjonctif. Le 
tissu fut considere suffisamment digere lorsque nous observions des cellules individuelles 
se detacher d'un petit morceau de tissu preleve sur le bloc. A cette etape, le bloc fut 
enleve du systeme de perfusion. Trois differentes sections du tissu, l'epicarde, le 
midmyocarde et l'endocarde furent dissequees. Chaque partie fut emincee puis mise dans 
un becher contenant un melange 1 :1 de Solution 2 et 3 sous faible agitation. Les cellules 
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separees et maintenues en suspension dans la solution furent alors recoltees aux 5 minutes 
(entre 4 et 5 differentes fractions). Cette suspension cellulaire fut filtree a l'aide d'un 
coton filtre place a l'ouverture des tubes dans lesquels les cellules etaient recoltees. Cette 
etape permettait d'empecher les gros amas cellulaires non digeres d'etre recoltes. Apres 
la precipitation des cellules, un premier lavage avec la Solution 3 fut effectue. Le lavage 
fut repete 2 autres fois. Ceci permettait d'enlever toutes les traces de collagenase dans les 
suspensions cellulaires afin de s'assurer de 1'arret de la digestion cellulaire. Les cellules 
furent ensuite resuspendues dans la Solution de Krebs contenant 0,2 mM de CaCk et 
furent mises a 4°C pendant une periode minimale de 4 heures. 
2.4 : Immunofluorescence: 
Solutions : 
Solution de Percoll: 4,23 ml de Percoll; 0,47 ml de Saline 9% et 1 goutte d'acide acetique 
IN. 
Solution de Tyrode (en mM) : 126 NaCl; 5,4 KC1; 5 MgCl2; 1 NaH2P04; 22 Glucose; 24 
HEPES; 20 Taurine; 5 Creatine; 5 Pyruvate de sodium. pH a 7.4 avec NaOH. 
Solution de Sucrose : Solution de Tyrode contenant 25% de sucrose. 
Solution A : Solution de Tyrode contenant 5 mM de cafeine et 0,1 mM de CaC^. 
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Solution B : Solution de Tyrode contenant 0,5% de CHAPS et 0,25% de Saponin. 
Solution C : Solution de Tyrode a pH 4,00 avec HC1. 
Solution de Formaldehyde : 10% (v/v) de Formaldehyde et 6 mM d'acetate de zinc. 
Solution de Fixation (v/v): 70% de Solution de Formaldehyde; 25% d'acetone; 5% 
d'ethanol 100%. 
Solution Anticorps primaire : Solution Tyrode contenant 10% de serum de singe (Wistent 
Inc, St-Bruno, Quebec) et une concentration 1 :100 d'anticorps Anti-APJ-R (SantaCruz 
Biotechnology, Inc, Santa Cruz, Californie). 
Solution Anticorps secondaire: Solution Tyrode contenant 10% de serum de singe 
(Wistent Inc, St-Bruno, Quebec) et une concentration 1 :1000 d'anticorps Anti-IgG de 
chevre conjugue a la sonde fluorescence Alexa fluor 488 (SantaCruz Biotechnology, Inc., 
SantaCruz, Californie). 
Protocole : 
Tout le protocole fut fait sur glace bleue a 4°C. Les cellules fraichement isolees provenant 
du midmyocarde furent utilisees apres deux heures d'acclimatation a la Solution de Krebs 
a 4°C. Les cellules furent purifiees a l'aide d'une Solution de Percoll afin d'eliminer les 
cellules mortes et les nombreux debris cellulaires. Un volume de 5,3 ml de la suspension 
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cellulaire fat ajoute a la Solution de Percoll et le tout fat doucement melange par 
inversion. Le melange fat centrifuge a 4 °C pendant 8 minutes a 700 g. Le surnageant fat 
aspire et jete. Les cellules precipitees farent resuspendues dans une solution froide de 
Krebs contenant 0,2 mM de CaCl2. 
Une fois que les cellules farent bien precipitees par gravite a nouveau au fond du tube, le 
surnageant fat aspire pour laisser les cellules dans un volume final d'environ 0,9 ml. La 
Solution A a 4°C fat ajoutee doucement aux cellules selon le tableau suivant (Tableau 
2.4.1) a des intervalles de 8 minutes. Le tube fat inverse tranquillement entre toutes les 
dilutions pour permettre de resuspendre les cellules dans la nouvelle dilution de Solution 
A. Cette derniere permettait une acclimatation lente des cellules a la cafeine. La cafeine 
fat utilisee afin de vider les reservoirs intracellulaires de calcium des organelles 
myocytaires. Les cellules deprimees de calcium avait une meilleure capacite a resister a 
l'etape de centrifagation et a conserver leur structure cellulaire. 
Tableau 2.4.1: Dilution de Solution A pour l'acc 
Concentration finale (v/v) 
Volume de Solution A a ajouter (ml) 
Volume Final (ml) 
















Tableau 2.4.1 : Dilution de Solution A pour 1'acclimatation des cellules a la cafeine. v/v 
= rapport volume/volume. 
Une fois la derniere dilution terminee, le surnageant fat jete et les cellules farent 
resuspendues dans 10 ml de Solution A. Le culot cellulaire fat lave 2 fois avec la 
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Solution A a des intervalles de 5 minutes. Un decompte cellulaire fut effectue et les 
cellules furent resuspendues dans le volume approprie pour obtenir une concentration 
d'environ 2,4 X 104 cellules/ml. 
Les chambres du Cytospin furent par la suite preparees afin de deposer les myocytes a un 
endroit specifique sur des lames de verres a l'aide de cuvettes lors de la centrifugation. 
Les lames de verres HistoBond (Raymond A Lamb, UK) furent identifiees et mises dans 
les chambres a Cytospin avec les cuvettes reutilisables. Dans chaque cuvette, 200 ul de 
Solution Krebs contentant 25% de sucrose furent deposes. Ce gradient de sucrose 
permettait un depot cellulaire plus difrus sur la lame, et done, une meilleure preservation 
de la structure cellulaire. Immediatement apres, 100 ul de la suspension cellulaire furent 
deposes doucement dans les cuvettes avec une pipette ayant un embout coupe pour eviter 
d'endommager les cellules. Les cellules furent centrifugees dans le Cytospin (Thermo 
Fischer Scientific Inc., Waltham, Massachusetts) a 400 RPM pendant 2 minutes. Apres 
centrifugation, les lames furent immediatement transferees dans des vases de Coplin sur 
glace contenant la Solution de Fixation. Les cellules furent fixees sur les lames pendant 
15 minutes, puis rincees avec la Solution C, deux fois, pendant 1 minute, afin d'enlever 
les sels de zinc. Les cellules furent par la suite permeabilisees avec la Solution B, 3 fois, 
pendant 5 minutes. Ceci permettait a l'anticorps, qui liait la partie intracellulaire du 
recepteur APJ-R, de penetrer la membrane cellulaire. 
La Solution d'anticorps primaire fut appliquee sur les lames installees dans une chambre 
humide toute la nuit a 4°C. Le lendemain, les cellules furent lavees avec la Solution de 
Tyrode, 3 fois, pendant 5 minutes. L'anticorps secondaire fut ensuite applique avec la 
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Solution Anticorps secondaire pendant 3 heures a temperature piece dans une chambre 
humide. Les lames furent par la suite lavees pendant 2 minutes a 3 reprises avec de l'eau 
Nanopure filtree. Une goutte de solution Antifade (Invitrogen, Eugene, Oregon) rut 
deposee au centre des cellules afin de preserver la fluorescence de la sonde Alexa fluor 
488 couple a 1'anticorps secondaire. Une petite lamelle (VWR International, USA) est 
deposee par la suite sur le dessus des cellules pour conserver Fintegrite de l'anticorps. 
2.5 : Mesures electrophysiologiques : 
Principe du patch-clamp : 
II est possible de mesurer les divers courants presents dans les cellules, dont le courant 
sodique, a l'aide de la technique du patch clamp. Cette technique permet l'enregistrement 
des courants, ou encore du potentiel membranaire, a l'aide d'une electrode. Le patch 
clamp est divise en deux techniques distinctes; le voltage impose et le courant impose. 
Le courrant impose consiste a injecter une quantite de courant desiree a l'interieur d'une 
cellule et de mesurer les variations du potentiel membranaire induites. Le voltage impose 
est la technique inverse qui consiste a induire un potentiel membranaire precis et de 
mesurer le courant qui est genere par la cellule. Pour ces experiences, le voltage impose 
tut utilise. 
Le courant associe au voltage peut etre mesure selon plusieurs methodes. La 
configuration utilisee pour nos experiences fut la configuration cellule entiere, aussi 
connue sous le nom « whole-cell ». Elle permet de mesurer le courant total genere par la 
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cellule. Elle est obtenue par le bris de la membrane sarcoplasmique au niveau de 
l'ouverture de la pipette. L'interieur de la pipette simule le milieu intracellulaire. La 
solution de perfusion mime le milieu extracellulaire et est facilement modifiable durant 
les enregistrements. 
Solutions : 
Solution extracellulaire Controle (en mM): 120 Choline-Cl; 5 NaOH; 5 NaCl; 4 KOH; 
2,8 Na-Acetate; 0,5 CaCl2; 1,5 MgCl2; 10 HEPES; 1 CoCl2; 5 TEA; 2 4-AP; 5 BaCl2; 10 
Glucose. pH a 7,4 avec NaOH-HCl. Osmolarite ajuste a 300 mOsm avec sucrose. 
Solution extracellulaire supplementee d'IBMX et de 8-bromo-AMPc (en mM) : 120 
Choline-Cl; 5 NaOH; 4 KOH; 2,8 Na-Acetate; 0,5 CaCl2; 1,5 MgCl2; 20 HEPES; 1 
CoCl2; 5 TEA; 2 4-AP; 5 BaCl2; 10 Glucose; 100 IBMX; 0,005 8-bromo-AMPc. pH a 
7,4 avec CsOH-HCl. Osmolarite ajuste a 300 mOsm avec sucrose. 
Solution extracellulaire supplementee de Chelerytrine (en mM) : 120 Choline-Cl; 2,2 
NaOH; 4 KOH; 2,8 Na-Acetate; 0,5 CaCl2; 1,5 MgCl2; 20 HEPES; 1 CoCl2; 5 TEA; 2 4-
AP; 5 BaCl2; 10 Glucose; 0,003 Chelerythrine. pH a 7,4 avec CsOH-HCl. Osmolarite 
ajuste a 300 mOsm avec sucrose. 
Solution intracellulaire (en mM): 15 NaCl; 120 CsF; 5 KC1; 1 MgCl2; 10 EGTA; 20 
HEPES; 4 Na2-ATP. pH a 7,3 avec CsOH. Osmolarite ajuste a 295 mOsm avec sucrose. 
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Solution d'apeline 13 : 100 uM d'apeline 13 (Laboratoire de Dr Neugebauer, Universite 
de Sherbrooke, Sherbrooke, Quebec) dissout dans du PBS a pH 7,4. 
Solution d'apeline 17 : 100 uM d'apeline 17 (Laboratoire de Dr Neugebauer, Universite 
de Sherbrooke, Sherbrooke, Quebec) dissout dans du PBS a pH 7,4. 
Montage: 
Le montage de patch-clamp fut compose d'un microscope Olympus (Olympus, Markham, 
Ontario) ou une platine mobile fut installee afin de permettre le deplacement d'un petri de 
35 mm dans l'axe des X et des Y. Un micromanipulateur (SD Instruments, San Diego, 
Californie) fut installe sur le microscope afin de permettre le deplacement de la pipette 
d'enregistrement dans le petri. La pipette d'enregistrement fut reliee a la tete CV-201A 
de l'amplificateur (Axon Instruments, Union City, CA). Le signal fut amplifie avec 
Famplificateur Axopatch 200B (Axon Instruments, Union City, CA), digitalise par le 
digitizer 1440A Axon (Axon Instruments, Union City, CA), transmis a l'ordinateur et 
visualise par le programme pCLAMP 10,0 (Axon Instruments, Union City, CA). Une 
mise a la terre fut installee dans le petri afin d'obtenir une valeur de reference de zero 
courant. Le microscope, le bain, le micromanipulateur et la tete de l'amplificateur furent 




Toutes les mesures electrophysiologiques furent effectuees a temperature piece (22°C). 
Les myocytes isoles furent resuspendus dans la solution de Krebs avec calcium et 
quelques gouttes furent deposees dans les petris de type Cell+ (Sarstedt Inc, Montreal, 
Quebec) dans le montage de patch clamp. Lorsque les cellules etaient adherees au fond 
du petri (environ 3 minutes) elles furent lavees avec la Solution extracellulaire a une 
vitesse de perfusion de 2ml/minutes. Cette solution contenait des inhibiteurs de canaux 
ioniques pour bloquer les courants ioniques non erudies dans cette etude. Le TEA, le 
cobalt, le barium, et le 4-AP furent utilises pour bloquer le courant potassique TEA-
sensible, le courant calcique, le courant IKI et le courant It0 respectivement. Egalement, 
cette solution contenait une faible concentration en sodium, comparativement au milieu 
extracellulaire physiologique. Une faible concentration extracellulaire de sodium affecte 
directement le potentiel d'inversion du sodium (ENa) comparativement aux conditions 
physiologiques puisque ce dernier est fonction du rapport de la concentration de sodium 
de part et d'autre de la membrane. Un deplacement du potentiel d'inversion vers des 
potentiels plus negatifs induit une diminution du courant sodique qui ce dernier est plus 
facile a mesurer et qui permet un meilleur controle sur le voltage lors des mesures. 
Malgre cette modification de concentrations de sodium comparativement aux conditions 
physiologiques, puisque toutes les experiences furent faites avec la meme concentration 
de sodium selon les differentes conditions evaluees, les resultats sont comparables entre 
eux. 
Les pipettes de verre en borosilicate (7052) (World Precision Instruments, Inc., Sarasota, 
Floride) utilisees pour le patch furent etirees par l'etireuse Modele PP-89 (Narashige, 
Japon) afin d'avoir une resistance entre 2-3 MQ une fois polies avec une microforge MF 
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830 (Narashige, Japon). Une fois remplie avec la Solution intracellulaire, la pipette fut 
installee sur la tete de 1'amplificateur et le fil d"argent chlorure flit mis en contact avec la 
Solution intracellulaire ce qui permettait l'enregistrement des signaux. Lorsqu'une cellule 
etait centree dans l'objectif 40X du microscope, la pipette fut tranquillement approchee a 
l'aide du micromanipulateur et centree sur le myocyte. L'approche de la pipette se faisait 
avec une faible pression positive. Lorsque la resistance augmentait de 3 a 4 fois, la 
descente a l'aide du micromanipulateur sur la cellule fut alors arretee. Le protocole utilise 
pour l'approche consistait a un saut de 5 mV a partir d'un potentiel de maintient de 0 mV 
pendant 10 ms et ce, a une frequence de 100 Hz. Une jonction etanche (seal) fut par la 
suite obtenue entre la pipette de verre et la cellule de l'ordre du GigaQ. Si elle ne 
s'obtenait apres 5 minutes, une faible pression negative pouvait etre effectuee afin de 
faciliter la jonction etanche. Une ou deux minutes apres l'obtention de celle-ci, la 
membrane fut percee par une petite aspiration soudaine ou encore a l'aide de 1'injection 
d'un faible courant electrique. Apres un temps d'attente d'environ 8 minutes qui 
permettait la diffusion entre le milieu intracellulaire de la cellule et la solution 
intracellulaire de la pipette et la stabilisation de la jonction serree, les protocoles 
d'electrophysiologic pouvaient etre commences. L'apeline 13 ou 17 furent perfusees a 
une concentration de 100 nM sur les myocytes pendant une periode variant entre 15 et 20 
minutes avant la mesure des courants, temps ou l'effet de l'apeline etait maximal. La 
solution extracellulaire supplementee d'IBMX et de 8-bromo-AMPc fut appliquee en 
perfusion 20 minutes avant la prise des mesures. La solution extracellulaire supplementee 
de Chelerythrine fut appliquee en perfusion 30 minutes sur les myocytes avant les 
mesures du courant sodique. 
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Protocoles et analyses d'electrophysiologie : 
Capacitance de la membrane : Le potentiel de maintien de la membrane fut de OmV et une 
seule depolarisation de +10 mV pendant 30 ms fut effectuee. Figure 2.5.2 represente le 
protocole de la capacitance et un exemple du courant mesure par ce dernier. La section 
hachuree represente l'aire sous la courbe calculee. 




Figure 2.5.1 : Protocole de la capacitance de la cellule et trace theorique de la mesure du 
courant capacitif en fonction du temps. 
Comme I = C dV/dt, la capacitance de la cellule est representee par C = (1/AV) j Idt, ou C 
represente la capacitance, AV la difference de potentiel entre les deux potentiels, et J Idt 
l'integrale du courant I en fonction du temps, soit l'aire sous la courbe. Dans le 
programme Clampfit (Axon Instruments, Union City, CA), l'aire sous la courbe fut 
mesuree a partir du debut du saut de voltage jusqu'a 30 ms, la ou le courant capacitif fut 
retourne a 0 pA. Cette valeur fut par la suite divisee par le AV (10 mV) pour obtenir la 
valeur de la capacitance de la cellule en pF. 
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Courbe relation Courant-Voltage (l/V): Le potentiel de maintien de la membrane fut de -
120 mV. Vingt-deux depolarisations debutant a -80 mV avec des augmentations de 5 mV 
a chaque saut furent faites pendant 25 ms. Le potentiel retournait au potentiel de maintien 
entre chaque saut de depolarisation. Les differentes depolarisations furent espacees de 2 
secondes. Figure 2.6.3 represente le protocole I/V et ou F, O et I represente les etats 
ferme, ouvert et inactive des canaux sodiques. 
O 30 ms I 
A5mV 
•120 m V F = 
Figure 2.5.2 : Protocole de la courbe I/V. 
Dans le programme Clampfit, le courant pic IN3 de chaque voltage fut mesure. IN3 fut mis 
en relation avec le voltage associe. IN3 fut par la suite divisee par la capacitance C de la 
cellule. Ainsi, une densite de courant en fonction du voltage fut obtenue. Un exemple 
theorique de cette courbe IN3 en fonction du voltage (I/V) est represente a la Figure 2.5.4, 
ou iMax represente le courant maximal de la courbe I/V, ENa le potentiel d'inversion du 
sodium et G\iax la conductance maximale du canal. 
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Figure 2.5.3 : Courbe I/V theorique. IMSK = courant maximal de la courbe I/V, EN8 -
potentiel d'inversion du sodium, GMax = la conductance maximale du canal, I = courant 
(pA/PF), V = voltage (mV). 
Le courant est exprime de la facon suivante : IN3 = GNB (Vm - EN3) OU IN3 represente le 
courant mesure et GNE la conductance du canal. Le Ewa est le voltage qu'il faut appliquer 
a travers la membrane pour qu'aucun courant sodique de part et d'autre de la membrane 
ne soit observe. II depend des differentes concentrations intracellulaires et extracellulaires 
de sodium dans le systeme etudie. II se calcule theoriquement par cette equation de 
Nerst: EN3 = (RT/F)ln ([Na]o / [Na]0 ou R est la constante des gaz, T est la temperature en 
Kelvin, F est la constante de Faraday et [Na]o / [Na]j est le rapport des concentrations 
extracellulaire et intracellulaire de sodium (Hille. 1992). Cette valeur se mesure aussi 
experimentalement, en determinant le voltage ou IN3 est egale a 0. Par la depolarisation 
subsequente de la cellule par voltage clamp, nous pouvons obtenir le EN3 en observant le 
voltage auquel le courant mesure est nul; ni entrant, ni sortant. 
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Lors de ce protocole I/V, nous controlons Vm et mesurons IN3. En presence de ces trois 
parametres (Vm, IN3 et EN3), il est possible de determiner experimentalement la 
conductance macroscopique de la population des canaux (GN3) en fonction du voltage. Le 
GNa est un parametre mathematique qui represente 1'activation du canal en fonction du 
voltage. En effet, la conductance est electriquement definie comme l'inverse de la 
resistance, soit la capacite du canal a laisser passer les ions. Si elle est nulle, cela signifie 
que le canal est ferme et aucun ion sodique ne peut passer. Lorsque la conductance atteint 
GMax, cela signifie qu'un maximum de canaux est ouvert. Ainsi, la valeur maximale de 
GNB (G\iax) represente 1'activation du canal en fonction du voltage. Ces parametres nous 
ont permis de calculer 1'activation des canaux en fonction du voltage et obtenir ainsi une 
courbe d'activation du canal sodique. 
Courbe d'activation: L'equation de la partie lineaire de chaque courbe I/V represente 
GMBX et fut determinee par regression lineaire. La Gviax et le EN3 de la courbe fut 
determinee par 1'equation de la regression lineaire IN3 =GMaxVm + EN3- La GN3 en fonction 
de Vm fut alors determine par cette formule: IN3 / (Vm - EN3). L'activation du canal 
sodique en fonction de Vm fut par la suite obtenue en normalisant la valeur GN3 de chaque 
voltage a GMOX- Done, la courbe d'activation fut balisee entre les valeurs de 0 a 1 ou ce 
dernier representait l'activation maximale du canal sodique en fonction du voltage. Un 
lissage de cette courbe fut effectue par le programme Origin avec 1'equation de 
Boltzmann; GN3 = AI - A2 / (1 + e(V"vl/2)/k) + A2 ou GN3 est l'activation du canal, V1/2 est 
voltage ou l'activation est de 50%, et k est la valeur de la pente. 
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Courbe d'inactivation (h QQ) : Le potentiel de maintien de la membrane fut de -120 mV. 
Vingt-deux depolarisations de conditionnement (Pc) d'une duree de 500 ms debutant a -
140 mV avec des sauts sequentiels et cumulatifs de 5 mV furent appliquees. Ces Pc 
induisent une partie des canaux sodiques a passer de l'etat ferme a inactive 
dependamment du voltage. Par la suite, une depolarisation de 50ms a un potentiel test 
(Pt) de -15 mV de 50 ms fut appliquee et suivie d'un retour au potentiel de maintien. Les 
canaux qui sont inactives lors du potentiel de conditionnement n'etaient plus disponibles 
pour l'ouverture. Les depolarisations furent espacees de 10 secondes. Figure 2.5.5 
schematise le protocole et F, O, I represente les etats ferme, ouvert et inactive des canaux 
sodiques. 
O -15 mV 





Figure 2.5.4 : Protocole d'inactivation. Pc = potentiel de conditionnement, Pt = potentiel 
test. 
Dans Clampfit, le courant pic IN3 de Pt a -15mV fut mesure pour chaque trace. II fut 
ensuite mis en relation avec Pc. lNa fut par la suite normalisee au courant maximal lMax 
obtenu. Une courbe d'inactivation en fonction du voltage fut ainsi obtenue avec des 
valeurs variant de 1 a 0 ou 1 representait la disponibilite maximale des canaux. Un lissage 
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de cette courbe fut effectue avec l'equation de Boltzmann; I / IMM = Ai - A2 / (1 + ec 
vl/2)/k) + A2 ou I / iMax represente la disponibilite du canal, V1/2, voltage ou l'inactivation 
est de 50%, et k, la valeur de la pente. 
La superposition des courbes d'activation et d'inactivation presente une zone 
d'intersection et de recouvrement. Cette region represente une zone ou les canaux sont en 
equilibre instable entre l'etat ouvert et inactive. L'aire sous la courbe de cette fenetre fut 
calculee dans ORIGIN pour chaque condition et fut normalise en pourcentage par rapport 
a l'aire de la condition controle. 
Les lissages des courbes d'activation et d'inactivation furent utilises pour determiner le 
courant de fenetre If^ a- Ce dernier fut determine par 1'equation If*Na = Giviax m3h (Vm-ENa) 
ou m est 1'activation du canal sodique et h est son inactivation. Les facteurs m et h furent 
determines mathematiquement par les equations de Boltzmann des courbes d'activation et 
d'inactivation obtenues experimentalement. L'integrale de IfNa fut calculee dans ORIGIN 
et normalisee en pourcentage par rapport a la condition controle. 
Courbe de reactivation : Le potentiel de maintien de la membrane fut de -lOOmV. Un 
premier saut de conditionnement Si a -15mV pendant 20ms fut applique. Les canaux 
passaient de l'etat ferme a ouvert, et s'inactivaient par eux meme en fonction du temps. 
Un deuxieme saut test S2 a -15mv fut effectue a differents intervalles de 2 ms pendant 41 
traces. La fraction des canaux qui etaient retournes a l'etat ferme entre les deux sauts fut 
disponible pour l'ouverture lors de S2. Les differents enregistrements furent espaces de 2 
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s. Figure 2.5.6 schematise le protocole de reactivation et F, O, I represente les etats 
ferme, ouvert et inactive des canaux sodiques. 
15 mV O—l 
-100 mV F Si I-A2 ms-*F I 
Figure 2.5.5 : Protocole de la reactivation du canal. Si = premier saut de potentiel, S2 = 
deuxieme saut de potentiel. 
Le courant pic (iNa) de Si et de S2 furent mesures pour chaque trace et mis en relation avec 
Pintervalle de temps entre les deux sauts de potentiel. L'amplitude de IN3S2 fut par la 
suite divisee par l'amplitude de INBSI. Ainsi, la courbe de reactivation tut obtenue en 
fonction de temps d'intervalle entre les deux sauts avec des valeurs variant de 0 a 1 ou ce 
dernier representait une reactivation maximale du courant. Un lissage fut effectue avec 
l'equation IS2/Isi = (WIsOo + A, (l-e'm) + A2 (1- e_t/T2) ou IS2/ISi etait la fraction 
recuperable, (Is2/Isi)o la fraction recuperable au temps 0 et t le temps d'intervalle entre les 
deux sauts. 
2.6: Statistiques: 
Les donnees furent presentees comme la moyenne ± l'erreur standard a la moyenne 
(SEM). Le t-test de Student fut utilise pour determiner les differences significatives entre 
les courants maximaux et les transitoires calciques des differentes conditions. Pour les 
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courbes d'activation, d'inactivation et de reactivation, les comparaisons de lissage furent 
effectuees dans ORIGIN pour determiner les significativites des differences. Un p<0,05 
fut considere comme une difference statistiquement significative. 
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3. RESULTATS : 
3.1 : Detection du recepteur APJ-R par Immunobuvardage. 
Le but de ces experiences etait de confirmer la presence du recepteur de l'apeline au 
niveau du ventricule gauche du chien. Sa presence a ete decrite dans la litterature au 
niveau de ce tissu, mais il s'agissait de la premiere fois dans un modele canin. Un extrait 
proteique du ventricule gauche de chien fut migre sur gel de poly-acrylamide et la 
proteine fut detectee par un anticorps specifique qui detecte un epitope du recepteur APJ-
R. L'anticorps fut dirige vers le recepteur APJ-R de rat, mais puisque la sequence 









Figure 3.1.1 : Presence du recepteur APJ-R au niveau d'un extrait proteique du cerveau de 
rat et du ventricule gauche du chien. Detection proteique du recepteur APJ-R au niveau 
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du cerveau de rat (C) et du ventricule gauche de chien (VG) en fonction du poids 
moleculaire en kiloDalton (kDa). 
Un extrait proteique de cerveau de rat fut utilise comme controle positif puisqu'il etait 
largement demontre dans la litterature qu'il se situait a 42 kDa, tel qu'obtenu sur notre 
gel. Dans notre extrait proteique provenant du ventricule gauche de chien, nous avons 
observe une bande egalement a 42 kDa tel qu'attendu. Nous avons observe aussi qu'il y a 
deux autres bandes sur le gel a environ 80 et 160 kDa. Les experiences effectuees avec le 
peptide controle ont permis de demontrer que 1'anticorps etait specifique a la proteine 
APJ-R puisque les bandes observees disparaissaient lorsque ranticorps etait preabsorbe 
(resultats non illustres). Les experiences d'immunobuvardage nous ont permis de 
determiner que le recepteur est bien present dans notre tissu d'interet. Toutefois, la 
localisation etait toujours inconnue et nous avons entrepris de le localiser au niveau 
cellulaire. 
3.2 Localisation du recepteur APJ-R sur des myocytes par Immunofluorescence. 
L'objectif de rimmunofluorescence etait de localiser le recepteur APJ-R au niveau des 
myocytes isolees du ventricule gauche. La determination de son emplacement permettait 
de renforcer hypothese de sa fonction cellulaire. Sa detection fut faite avec un anticorps 
primaire qui visait la region C-terminal du recepteur APJ-R de rat. II pouvait etre utilise 
contre des myocytes de chien puisque 1'epitope etait le meme chez les deux especes. 
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Figure 3.2.1 : Localisation du recepteur APJ-R an niveau des myocytes isoles 
ventncuie de chien. 
localises par le 
>s pre; 
en vert (A, B, 
en rouge 
avec le peptide corr« a 1'epi 
-S avons observe que le recepteur AFJ-R. se sitae au niveau memssranaire, plus 
ux baedes-Z des myocytes. Suite a la pre-absorption de I'anticorps primaire 
avec le peptique epitope, le marquage devient non-specifique, il n'est -plus localise aux 
bandes-Z. Ce resultat nous permet done de confirmer que le marquage est bien specifique 
au recepteur. APJ-R. Cette localisation cellulaire renforce notre hypothese que Fapeline 
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peut avoir une action sur le courant sodique, puisque ces derniers sont localises egalement 
au niveau des bandes-Z dans les myocytes (Farkasfalvi et al. 2007 : Kleinz et al. 2004 : 
Haufe et al. 2005). Les etudes sur le courant sodique ont done ete effectuees. 
3.3 Mesures du courant sodique cardiaque canin en presence d'apeiine. 
Le but de ces experiences etait de confirmer notre hypothese que l'apeline pouvait 
moduler le courant sodique. Les mesures furent faites sur des myocytes isoles du 
ventricule gauche de chien en condition controle et en presence de 100 nM d'apeiine 13 
ou d'apeiine 17 pendant 20 minutes de perfusion. 
Le premier protocole utilise pour determiner 1'influence de l'apeline sur ce courant etait le 
protocole standard de la relation courant sodique IN3 en fonction du Vm. Les courants 







Apeline 13 100nM Apeline 17 100nM 
Figure 3.3.1 : Effet de 1'apeline sur le courant sodique cardiaque au niveau des myocytes 
isoles du ventricule gauche de chien. Protocole utilise pour la mesure des courbes 
courant-voltage I/V (A). Traces representatifs des courants sodiques a differents voltages 
en fonction du temps en condition controle (B), ou apres 20 minutes de perfusion avec 
100 nM d'apeline 13 (C) ou d'apeline 17 (D). 
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Nous avons observes a la figure 3.3.1 que l'apeline 13 et 17 augmente le courant sodique 
Iiviax Nous avons par la suite rapporte ces valeurs sur un graphique compliant le courant 
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Figure 3.3.2 : Effet de l'apeline sur la relation I/V et sur la courbe d'activation du courant 
sodique au niveau des myocytes du ventricule gauche de chien. Courbes du courant 
sodique pic IN3 en fonction du Vm en condition controle (• n=14), en presence de 100 nM 
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d'apeline 13 (o n=7) ou en presence de 100 nM d'apeline 17 (A n=7) (A). Courbes 
d'activation de IN3 en fonction du Vm dans les trois conditions (B). iMax en presence 
d'apeline 13 et d'apeline 17 etaient significativement plus eleves qu'en condition controle 
(** p < 0,01). Les courbes d'activation de l'apeline 13 et 17 etaient significativement 
differentes de la condition controle (* p < 0,05). Les donnees representent la Moyenne ± 
SEM. 
La moyenne des courants pics IN3 a chaque voltage presentee a la figure 3.3.2 A nous a 
permis d'observer que l'apeline 13 augmentait le courant IMax de 39% et l'apeline 17 de 
61% (controle = (-64,8 ± 3,8) pA/pF, apeline 13 = (- 90,4 ± 13,0) pA/pF, apeline 17 = (-
104,3 ± 14,4) pA/pF). Toutefois, il n'y a pas de difference significative de IMax entre les 
deux formes d'apeline. Ainsi, l'apeline, sous ces deux formes, augmente le courant 
sodique de facon significative dans les myocytes isoles du ventricule gauche de chien. 
La figure 3.3.2 A indique egalement que l'apeline a deplace le IMax vers des potentiels 
plus negatifs. Ce deplacement peut etre une indication que la probability d'ouverture des 
canaux sodiques est modifiee en presence d'apeline. Pour mesurer cet effet, les courbes 
d'activation du canal sodique en fonction du Vm furent calculees. La figure 3.3.2 B 
represente 1'activation du canal sur une echelle de 0 a 1 ou 1 correspond a 100% 
d'activation. A l'aide d'un lissage de ces courbes avec l'equation de Boltzmann, nous 
avons observe que le voltage de la mi-activation (V1/2) (50% des canaux ouverts) est 
significativement deplace de -6,8 mV par l'apeline 13 et de -8,6 mV par l'apeline 17 
comparativement aux conditions controles (Vm controle = (-31,9 ± 0,3) mV, apeline 13 = 
(-38,7 ± 0,5) mV et apeline 17 = (-40,5 ± 0,3) mV). Toutefois, il n'y a pas de difference 
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significative dans le V1/2 entre les deux formes d'apelines. Les valeurs de la pente entre 
les trois courbes sont similaires (k controle = (5,6 ± 0,3), apeline 13 = (5,1 ± 0,4) et 
apeline 17 = (4,3 ± 0,3)). Ces resultats demontrent done que l'apeline induit non 
seulement une augmentation de lNa, mais egalement une augmentation de l'ouverture des 
canaux sodiques a des potentiels plus negatifs augmentant ainsi l'excitabilite cellulaire. 
Puisque l'apeline modifie 1'activation du canal sodique, nous avons voulu verifier si elle a 
egalement un effet au niveau de son inactivation. Une modification de ce parametre peut 









Figure 3.3.3 : Effet de l'apeline sur la courbe d'inactivation du canal sodique au niveau 
des myocytes isoles du ventricule gauche de chien. Protocole utilise pour les courbes 
d'inactivation du courant sodique (A). Courbes d'inactivation de IN3 en fonction du Vm en 
condition controle (• n=12), en presence de 100 nM d'apeline 13 (o n=5) ou de 100 nM 
d'apeline 17 (A n=7) (B). Le potentiel de mi-inactivation (V1/2) et la pente (k) des 
courbes obtenus par un lissage de Boltzmann n'etaient pas significatifs (p>0,05). 
La figure 3.3.3 A indique que l'apeline n'a pas d'effet sur l'inactivation du courant 
sodique. Les parametres ne sont pas significativement differents selon les conditions, le 
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potentiel de la mi-inactivation V1/2 etant de (-70,9±0,1) mV en condition controle, de (-
70,4±0,2) mV en presence d'apeline 13 et de (-72,1±0,1) mV en presence d'apeline 17. 
Les valeurs de pente k sont egalement semblables; (5,7±0,1) en condition controle, 
(5,7±0,2) avec l'apeline 13 et (5,2±0,1) avec l'apeline 17. La presence d'apeline ne 
modifie done pas l'inactivation du canal sodique en fonction du Vm. La disponibilite a 
l'ouverture du canal sodique selon le voltage est la meme en presence ou en absence 
d'apeline, meme si l'activation est deplacee vers des voltages plus negatifs. 
Ce double phenomene a pour effet d'augmenter la fenetre creee par la superposition des 
courbes d'activation et d'inactivation. Celle-ci nous permet de determiner la quantite de 
courant sodique en arriere-plan. A certains voltages de maintien de la cellule, une fraction 
des canaux sera toujours disponible a l'ouverture (non inactives) et une fraction des 
canaux s'activera a ce potentiel. Lorsque le potentiel membranaire est dans cette fenetre, 
un petit courant traverse alors la membrane, creant un courant de fuite entrant de sodium. 
Ce courant se nomme le courant de fenetre (IfNa). fl fut etabli par Hodgkin-Huxley par 
l'equation suivante; Ifka = GMax m3h (Vm-ENa). 
La figure 3.3.4 represente les superpositions des courbes d'activation et d'inactivation en 
conditions controle, en presence d'apeline 13 et d'apeline 17, ainsi que les courants de 
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Figure 3.3.4: Illustration de la fenetre entre l'activation et l'inactivation par la 
juxtaposition des courbes et du courant de fenetre IfNa associe en presence d'apeline. 
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Superposition des courbes d'activation et d'inactivation en fonction du voltage en 
condition controle (•), en presence de 100 nM d'apeline 13 (o) ou en presence de 100 nM 
d'apeline 17 (A) (A). Agrandissement de la fenetre des courbes d'activation et 
d'inactivation en condition controle (B), en presence d'apeline 13 (C) et en presence 
d'apeline 17 (D). IfNa calcules par l'equation de Hodgkin-Huley en fonction du Vm en 
condition controle (•), en presence d'apeline 13 100 nM (o) et en presence d'apeline 
17 100 nM (A) (E). L'integrale de If^ selon les trois conditions (F). 
L'apeline 13 augmente l'aire sous la courbe de la fenetre entre l'activation et 
l'inactivation de 65% comparativement a la condition controle (figure 3.3.4). L'apeline 
17 n'a pas d'effet sur rampleur de cette fenetre. Toutefois, lorsque nous observons 
l'intersection entre les deux parametres, nous avons remarque que l'apeline la deplace 
vers des potentiels plus negatifs etant donne que l'activation est plus negative en presence 
d'apeline (controle: -51mV; apeline 13: -53mV; apeline 17: - 55mV). Cette 
modification dans l'intersection des courbes d'activation et d'inactivation modifie par 
consequence IfNa-
Les IfNa furent par la suite calcules afin de visualiser la quantite de courant qui pouvait 
etre activee a ces voltages (figure 3.3.4.E). Le voltage du pic de IfNa est deplace vers des 
potentiels plus negatifs en presence d'apeline consistant avec le deplacement de 
l'activation (Voltage du maximum de If^; controle : -29mV; apeline 13 : -35mV; apeline 
17 : -37mV). Ainsi, l'apeline modifie la dependance au voltage de IfNa en l'activant a des 
potentiels plus negatifs. L'integrale de IfNa, representant la charge electrique disponible, 
fut calculee par l'aire sous la courbe de IfNa et est represents a la figure 3.3.4.F. L'apeline 
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13 induit une augmentation de 619% de la charge electrique par rapport a la condition 
controle et l'apeline 17 induit tant qu'a elle une augmentation de 274%. En elevant IfNa 
dans les myocytes du ventricule gauche, l'apeline a done le potentiel d'augmenter la 
quantite de sodium a l'interieur des cardiomyocytes. 
Nous avons voulu par la suite determiner l'effet de l'apeline sur la periode r6fractaire des 
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Figure 3.3.5 : Effet de l'apeline sur la courbe de reactivation du courant sodique au niveau 
les myocytes isoles du ventricule gauche de chien. Protocole a double saut utilise pour la 
mesure des courbes de reactivation (A). Courbes de reactivation du canal sodique en 
fonction du temps en condition controle (• n=l 1), en presence de 100 nM d'apeline 13 (o 
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n=5) ou de 100 nM d'apeline 17 (A n=7) (B). Par une comparaison des lissages, les trois 
courbes sont significativement differentes entre elles (* p < 0,05). 
En transposant la valeur du courant de Is2 sur la valeur du courant Isi en fonction du 
temps, nous avons obtenus le graphique de la fraction recuperable (FR) en fonction du 
temps (B). Nous avons remarque que les canaux recuperaient moins rapidement en 
presence d'apeline. L'apeline 17 induit une recuperation significativement plus rapide 
comparativement a l'apeline 13. L'apeline augmente done le temps que le canal prend 
pour recuperer de sa derniere ouverture. Le tableau 3.3.1 resume les differents parametres 
des courbes de reactivation obtenues. 
3.3.1: Tableau des constantes de la reactival 
Conditions 
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Apeline 13 lOOnM 


















Tableau 3.3.1 : Tableau des constantes des differents parametres des courbes de 
reactivation. Ai et A2 de la reactivation : valeur en pourcentage des constantes de temps 
T 1 et x 2 dans 1'equation de la courbe de lissage. x 1 et x 2 de la reactivation : valeur de tau 
pour cette section de la courbe. 
Afin de verifier si les voies de signalisation de PKA et de PKC etaient impliquees dans 
1'augmentation de IN3 par l'apeline du recepteur APJ-R, les protocoles de la relation 
courant-voltage furent utilises en presence de differents agents modifiant les voies de 
signalisation de la PKA et de la PKC. Un melange d'IBMX 100 mM et de 8-bromo-
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AMPc 50 uM fat utilise dans le but d'activer la PKA. L'IBMX fat employe pour inhiber 
les phosphodiesterases ce qui empechait l'hydrolyse d'AMPc (activateur de la PKA). Le 
8-bromo-AMPc fiit quant a lui utilise comme activateur direct de la PKA en remplacant 
l'AMPc. Le 8-bromo-AMPc est plus stable que l'AMPc puisqu'il n'est pas hydrolysable 
par les phosphodiesterases. Ainsi, ce cocktail fut mis en presence des cellules durant 20 
minutes et egalement durant la prise des enregistrements afin d'evaluer l'impact de la 
PKA dans la voie de signalisation entre le recepteur APJ-R de l'apeline et le canal 
sodique. 
L'effet de la PKC sur cette voie de signalisation fut egalement evalue. La chelerythrine a 
une concentration de 3uM fut utilisee pour inhiber l'effet de la PKC dans les myocytes. 
Les cellules furent preincubees 30 minutes avec la chelerythrine et elle fut egalement 
perfasee lors des enregistrements. La figure 3.3.7 represente les differents resultats 
obtenus par le protocole I/V sur le IN3 en presence d'activation de la PKA et de 
d'inhibition de la PKC avec l'apeline 13 a une concentration de 100 nM. Puisque les IMBX 
entre l'apeline 13 et l'apeline 17 de la courbe I/V n'etaient pas significatifs dans nos 
precedents resultats, seulement l'apeline 13 a ete testee lors de 1'etude de la voie de 
signalisation du recepteur. 
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Figure 3.3.6 : Effets de la PKA, de la PKC et de l'apeline 13 sur la courbe I/V du courant 
sodique cardiaque chez des myocytes isoles du ventricule gauche de chien. Relation I/V 
en presence d'IBMX 100 mM+8-bromo-AMPc 50 uM (• n=6) et en presence d'IBMX 
100 mM+8-bromo-AMPc 50 uM + d'apeline 13 100 nM (o n=6) (A). Relation I/V en 
presence de chelerythrine 3 uM (• n=5) et en presence de chelerythrine 3 uM + d'apeline 
13 100nM(on=5)(B). 
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Le cocktail d'IBMX et de 8-bromo-AMPC a reduit iMax de 35% en comparaison au 
controle (controle = (-27,1 ± l,5)pA/pF; IBMX+8-Bromo-AMPc = (-17,8 ± 2,0)pA/pF). 
L'apeline 13 a tout de meme augmente IMax de 55% en presence du cocktail (IBMX+8-
Bromo-AMPc + apeline 13 = (-27,6 ± 2,4)pA/pF). Cette augmentation est similaire a 
celle observee en presence d'apeline 13 a la figure 3.3.2 (39%). Tous ces changements de 
IMax sont significatifs entre les differentes conditions (* p<0,05). Sur la figure 3.3.6 A, le 
IMax en presence du cocktail et de l'apeline 13, comparativement au cocktail seul, est 
deplace de -5mV, tout comme l'apeline a la figure 3.3.2. L'activation du courant sodique 
est done encore une fois deplacee a des potentiels plus negatifs en presence d'apeline. 
Ces resultats nous indiquent que la PKA ne semble pas etre impliquee dans la voie de 
signalisation entre le recepteur APJ-R et le canal sodique puisque 1'activation de la PKA 
n'a pas modifie 1'augmentation de iNa par l'apeline entre les conditions controles ou apres 
la stimulation de la PKA. Ainsi, l'effet de l'apeline sur le canal sodique semble etre du a 
une autre voie. 
La chelerythrine induit une diminution de I\iax de 34% comparativement a la condition 
controle. A la figure 3.3.6 B, l'apeline 13 n'a pas augmente de facon significative IM3X 
(chelerythrine = (-11,1 ± 2,4)pA/pF ; chelerythrine + apeline 13 = (-12,1 ± l,9)pA/pF). 
L'augmentation de IN3 par l'apeline est done inhibee par l'inhibition de la PKC. 
Egalement, I\iax en presence d'apeline-chelerythrine n'est pas deplace vers des potentiels 
plus negatifs comparativement a la chelerythrine seule. Ainsi, le deplacement de 
Pactivation du canal sodique par l'apeline est inhibe par l'inhibition de la PKC. Ces 
resultats nous indiquent qu'en condition normale, la PKC induit une augmentation du 
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courant sodique basal, puisque son inhibition induit une diminution du courant sodique. 
L'effet de l'apeline semble completement disparue par rinhibition de la PKC ce qui 
suggere que le recepteur APJ-R utilise en partie la voie de la PKC afin d'augmenter le 
courant sodique et que l'apeline a un effet de potentialisation sur cette voie. 
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4 : DISCUSSION ; 
4.1 : Presence du recepteur APJ-R. 
Nos resultats demontrent pour la premiere fois dans la litterature que le recepteur APJ-R 
est present chez le chien au niveau du ventricule gauche. La presence de son ARNm dans 
le coeur est detectee dans plusieurs etudes chez d'autres especes, tel que le rat, la souris et 
l'homme (Hosoya et al. 2000; O'Carroll et al. 2000; Kleinz et al. 2005). Le chien, 
plutot qu'une espece de rongeur, a ete utilise comme modele du courant sodique dans 
notre etude puisqu'il s'agit de l'espece animale ayant la plus grande similitude au niveau 
de 1'electrophysiologic cardiaque avec 1'homme. En effet, les potentiels d'action et les 
courants ioniques associes sont similaires a l'homme. Grace a ces ressemblances, des 
extrapolations des resultats obtenus avec notre modele canin sur le fonctionnement du 
coeur humain sont plus fiables. 
Nous avons detecte trois bandes distinctes par immunobuvardage, comparativement a nos 
attentes d'une seule bande de 42kDa. Meme si cette derniere est bien observee, et 
similaire au controle positif du recepteur APJ-R au niveau du cerveau de rat, deux bandes 
additionnelles sont observees a environ 80 et 160 kDa. Puisque les poids observes sont 
des multiples de deux ou de quatre de la taille du recepteur, il est possible qu'il s'agisse 
d'homodimere ou de homotetramere du recepteur. En effet, I'homodimerisation d'un 
recepteur appartenant a la famille des RCPG est deja demontree dans la litterature par 
Fequipe de Nekrasova sur un recepteur olfactif en condition physiologique (Nekrasova et 
al. 1996). Ainsi, le recepteur APJ-R pourrait egalement se comporter de cette facon dans 
76 
le ventricule gauche de chien. II est aussi possible qu'il s'agisse de differentes formes de 
glycolisations du recepteur dans ce tissu specifique. Ces glycolisations ajoutent un poids 
supplementaire a la proteine, ce qui peut egalement expliquer les differences de poids 
observees. D'autres experiences d'immunobuvardage avec differentes conditions 
d'extraction proteique seront necessaires pour demontrer ces phenomenes. Comme notre 
objectif etait de seulement determiner sa presence dans notre modele animal, une 
investigation plus en profondeur n'a pas ete effectuee. 
4.2 Localisation du recepteur APJ-R au niveau des bandes-Z des myocytes du 
ventricule gauche. 
Nos resultats demontrent que le recepteur APJ-R de l'apeline est situe aux niveaux des 
bandes-Z des myocytes isoles. Cette localisation cellulaire est un endroit cle pour la 
modulation de la contraction musculaire. En effet, les bandes-Z sont co-localisees avec 
les tubules-T. Ces derniers comportent la machinerie contractile tels que les canaux 
ioniques de la membrane sarcoplasmique et les recepteurs de la ryanodine. Cette co-
localisation entre la machinerie contractile et le recepteur APJ-R est en relation avec le 
role physiologique de l'apeline; 1'augmentation de la contractilite cardiaque. Les bandes-
Z sont egalement l'endroit ou les canaux sodiques de type Nav1.5, la forme cardiaque 
predominante dans le coeur (Haufe et al. 2005) sont situes. Ainsi, il y a une co-
localisation entre le recepteur APJ-R et le canal sodique, ce qui laisse fortement suggerer 
que l'apeline pourrait avoir un effet direct sur ce dernier. 
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Nos resultats sont similaires a ceux de l'equipe de Farkasfalvi qui demontre que le 
recepteur APJ-R est situe au niveau des bandes-Z et des disques interscalaires chez les 
myocytes de rat (Farkasfalvi et al. 2007). La non detection sur nos myocytes aux disques 
intercalaires pourrait resulter a une localisation specifique aux rongeurs. Egalement, la 
structure cellulaire rectangulaire des myocytes n'etait pas conservee dans leurs cellules, 
laissant suggerer que des differences dans l'isolation cellulaire affectant la structure 
cellulaire peuvent egalement affecter la localisation du recepteur. L'equipe de Kleinz 
demontre quant a elle que le recepteur se situe egalement au niveau des bandes-Z dans des 
myocytes humains (Kleinz et al. 2004). La similitude entre leurs resultats chez Phomme 
et les notres chez le chien nous indique que le modele canin est d'autant plus approprie 
pour 1'etude de la relation entre le courant sodique et l'apeline. 
4.3 Augmentation du courant sodique en presence d'apeline. 
Nos resultats demontrent que l'apeline, autant sous la forme de 13 que 17 acides amines, 
augmente significativement le courant sodique dans les myocytes du ventricule gauche de 
chien. L'augmentation de ce courant est susceptible d'induire une modification de la 
concentration intracellulaire de sodium. Cette modification de concentration pourrait etre 
responsable de l'effet inotrope positif de l'apeline. En effet, une augmentation de sodium 
intracellulaire aurait un effet sur l'efficacite de l'echangeur NCX a extruder le calcium 
intracellulaire. Sa vitesse d'echange est determinee par les concentrations de part et 
d'autre de la membrane des deux ions impliques ainsi que du potentiel membranaire. 
Lorsque l'echangeur NCX est en mode normal, soit lors de la phase plateau du potentiel 
d'action, le calcium est exclu de la cellule par l'echange de l'entree de sodium. Comme 
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les concentrations intracellulaires de sodium seraient plus elevees par 1'augmentation du 
courant sodique par l'apeline, l'efficacite de NCX serait plus faible, ce qui diminuerait 
1'efflux de calcium et ainsi prolongerait 1'elevation calcique intracellulaire pendant la 
contraction cardiaque. Egalement, lorsque l'echangeur NCX agirait en mode inverse, soit 
une entree de calcium couplee a une sortie de sodium (en phase 0 et 1 du potentiel 
d'action), une augmentation de sodium intracellulaire favoriserait l'exclusion de sodium 
par NCX, menant a une augmentation de 1'entree de calcium par cet echangeur. La 
relation entre 1'augmentation du courant sodique et 1'augmentation du calcium 
intracellulaire par l'apeline devra etre confirmees puisque les resultats obtenus des 
mesures des concentrations intracellulaires transitoires de calcium suite a 1'exposition de 
l'apeline ne sont pas concluant (resultats presentes a l'appendice 1). Toutefois, la relation 
entre 1'augmentation du courant sodique et la possible implication de 1'echangeur NCX 
concordent avec les resultats de Szokodi. Son etude demontre que l'effet inotrope positif 
de l'apeline est lie du mode inverse de NCX. Lorsqu'il est inhibe, 1'augmentation de la 
force contractile diminue de moitie. Ainsi, il semble y avoir une relation etroite entre le 
courant sodique, la concentration de sodium intracellulaire, l'echangeur NCX et 
1'augmentation de la force contractile de l'apeline. Ceci nous a amene a poser l'hypothese 
que 1'augmentation du courant sodique par l'apeline peut etre la cause de 1'augmentation 
de la force de contraction cardiaque de cette hormone. 
L'apeline 17 a une meilleure capacite d'augmenter le courant sodique comparativement a 
l'apeline 13 (61% avec apeline 17 vs 39% avec apeline 13). L'ajout de quatre acides 
amines en N-terminal peut modifier son efficacite. Dans la litterature, il est demontre que 
l'efficacite des effets des differentes formes d'apeline est proportionnelle a la longueur du 
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fragment, le plus court agissant le plus rapidement (Kleinz et Daveport. 2005). Puisque 
des comparaisons de la vitesse de l'effet entre l'apeline 13 et l'apeline 17 n'ont pas ete 
faites et que toutes les mesures ont ete prises apres 20 minutes de perfusion, nous ne 
pouvons pas determiner une efficacite de liaison a ce moment-ci. Toutefois, la duree de 
l'effet est associee a la longueur, le plus long fragment induisant un effet plus persistant 
sur la cellule puisque Pinternalisation du recepteur APJ-R est plus grande lorsqu'il lie un 
petit ligand, ayant pour effet de diminuer la duree de son action (Masri et al. 2006). 
Ainsi, il est possible que raugmentation du courant sodique par l'apeline 13 soit moins 
importante que l'apeline 17 puisque le complexe recepteur-apeline 13 serait plus 
rapidement internalise a l'interieur du myocytes, reduisant son effet (Masri et al. 2006). 
Des etudes completes de l'effet maximal en fonction du temps avec chaque fragment 
d'apeline devront etre effectuees pour confirmer ces hypotheses. 
L'etude de l'activation du canal sodique en fonction de la courbe I/V indique que 
l'apeline active iNa a des voltages plus negatifs. Les canaux sodiques ont la propriete de 
s'ouvrir a des potentiels plus negatifs. Ainsi, lorsque la membrane est faiblement 
depolarisee par une cellule adjacente, la probability de declencher un potentiel d'action est 
plus grande en presence d'apeline. Done, une plus faible depolarisation de la membrane 
est necessaire pour activer l'ouverture des canaux sodiques et amorcer un potentiel 
d'action. Cette modification dans l'activation du courant sodique est susceptible 
d'augmenter l'excitabilite cellulaire. De plus, les courbes d'inactivation du canal sodique 
en fonction du voltage indiquent que l'apeline ne modifie pas la disponibilite du canal. 
Ainsi, les canaux ont la meme disponibilite selon le voltage, mais s'ouvriront a des 
voltages plus negatifs. 
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Cette augmentation de l'excitabilite cellulaire concorde avec les resultats des etudes de la 
conduction electrique ventriculaire de Farkasfalvi (Farkasfalvi et al. 2007). En effet, 
selon cette etude l'apeline induit une augmentation de la frequence spontanee d'activation 
et de la vitesse de conduction entre les myocytes. Les auteurs expliquent cet effet de 
l'apeline par la presence du recepteur APJ-R aux niveaux des disques intercalates des 
myocytes de rat, ce qui n'est pas observe dans nos myocytes canins. Toutefois, nos 
resultats indiquent que ces modifications electrophysiologiques observees par Farkasfalvi 
sont dues a une augmentation de l'excitabilite cellulaire causee les changements des 
proprietes du courant sodique. L'augmentation d'excitabilite cellulaire par l'activation du 
canal sodique peut egalement etre un facteur important dans l'augmentation de la force 
contractile du cceur. Elle permet une meilleure depolarisation des ventricules puisque le 
potentiel d'action se propage plus rapidement entre les myocytes et induit done une 
meilleure coordination de la contraction des ventricules. 
Par le calcul theorique du courant de fenetre, l'apeline 13 et l'apeline 17 induisent une 
augmentation du courant de fenetre de l'ordre de 619% et 274% respectivement. Le 
courant de fenetre est le faible courant entrant autour du potentiel de repos. Nos resultats 
indiquent qu'en presence d'apeline, le courant de fuite est plus grand, et induit une 
augmentation de 1'entree de sodium. Cette petite entree induirait de faibles modifications 
des concentrations intracellulaires de sodium et entrainerait par consequence des 
modifications dans la vitesse d'echange de NCX. Par le meme raisonnement mentionne 
ci haut, la modification au niveau de NCX pourrait induire des augmentations de calcium 
intracellulaire creant l'effet inotrope positif de l'apeline. L'augmentation du courant de 
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fenetre pourrait egalement amener les cellules a un potentiel membranaire cellulaire plus 
depolarise et ainsi contribuer a l'augmentation de l'excitabilite cardiaque. Effectivement, 
le courant necessaire pour atteindre le potentiel seuil devra etre moins grand puisque la 
difference entre le potentiel membranaire et le potentiel seuil est moins grande. Ainsi, un 
plus petit courant entrant serait necessaire pour declencher le potentiel d'action. 
Le pic du courant de fenetre est egalement deplace vers des potentiels plus negatifs en 
presence d'apeline comparativement au controle. Cet effet est directement relie au 
deplacement negatif de la courbe d'activation observe. Par consequence, le courant de 
fenetre sera non seulement plus grand, mais egalement plus eleve a des potentiels plus 
negatifs, potentiels ou la cellule est plus propice a etre excitee. Une augmentation de la 
probability d'ouverture du courant aurait egalement comme consequence de modifier a la 
hausse les concentrations intracellulaires de sodium et done la contraction cardiaque. 
L'augmentation du courant sodique et du courant fenetre, le deplacement negatif de la 
courbe d'activation et du courant de fenetre ainsi que la meme disponibilite des canaux 
selon le voltage suggerent tous que l'excitabilite cellulaire des myocytes du ventricule 
gauche du chien serait augmentee par Fapeline. 
L'augmentation de l'excitabilite cellulaire peut par contre affecter negativement la 
contraction cardiaque et creer des problemes de rythme cardiaques. En effet, un coeur 
plus excitable peut perdre sa rythmicite provenant du nceud AV, par des stimulations 
electriques provenant de d'autres cellules avoisinantes. Cet effet peut done engendrer des 
tachycardies cardiaques. Toutefois, les resultats sur la reactivation du canal sodique 
demontrent que Fapeline cree un plus grand delai de la reactivation du canal apres une 
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stimulation. Cette augmentation du temps necessaire entre deux stimulations va done 
produire un allongement de la periode refractaire du coeur (periode apres un potentiel 
d'action ou le ventricule n'est pas excitable pour un nouveau potentiel d'action). Puisque 
le canal est dans un etat inactive pendant une plus longue periode de temps apres une 
premiere stimulation, il n'est plus disponible pour la reouverture. Cet effet de l'apeline 
peut prevenir les effets nefastes de 1'augmentation de l'excitabilite cardiaque amenee par 
le deplacement negatif de l'activation du courant sodique. Celle-ci va induire une 
meilleure depolarisation du ventricule, tandis que 1'augmentation de la periode refractaire 
va permettre un meilleur controle du rythme cardiaque ventriculaire. 
4.4 Augmentation du courant sodique par l'activation de la PKC. 
Nos resultats sur la voie de signalisation du recepteur APJ-R de l'apeline ont demontre 
que l'activation de la PKA n'a aucun effet sur l'augmentation du courant sodique par 
l'apeline. Par contre, rinhibition de la PKC, amene une perte de Taction de l'apeline sur 
le courant sodique. Ainsi, la voie de signalisation du recepteur APJ-R est par l'activation 
de la PKC. Ce resultat est en accord avec les resultats de l'etude de Szokodi qui demontre 
que 1'effet inotrope positif de l'apeline est en partie dependant de l'activation de la PKC 
(Szokodi et al. 2002). Cette etude demontre que l'apeline active directement son 
recepteur APJ-R, la proteine G; associee, la PLC et par la suite la PKC. L'effet de 
l'inhibition de la PKC n'est toutefois pas total comme le demontre notre etude du courant 
sodique. Par contre, le GF-109203X (inhibiteur direct de la PKC) fut utilise par Szokodi 
pour leur etude, comparativement a la cheletrythrine (inhibiteur de la translocation de la 
PKC du cytosol a la membrane plasmique). La difference entre les mecanismes 
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d'inhibition peut induire les differences entre les deux etudes. Egalement, le parametre 
etudie dans l'effet de l'apeline etait la force de contraction du coeur dans l'etude de 
Szokodi. L'effet de 1'augmentation du courant sodique peut ne pas etre le seul mecanisme 
de l'effet inotrope positif de l'apeline, expliquant ainsi pourquoi ils observent une 
augmentation residuelle de la force contractile en presence d'apeline et de GF-109203X. 
Les equipes de Szokodi et de Farkasfalvi demontrent que l'echangeur NHE est egalement 
implique dans l'effet inotrope positif (Szokodi et al. 2002; Farkasfalvi et al. 2007). Ils 
demontrent que l'inhibition de l'echangeur NHE diminue l'augmentation de la contraction 
cardiaque. L'augmentation de la vitesse d'echange de ce dernier induit une alcalisation de 
la cellule par une plus grande sortie d'hydrogene couple a une entree de sodium. Cette 
alcalinisation induit une augmentation de la sensibilite des filaments d'actine au calcium, 
et mene a une augmentation de la contraction cardiaque. Bien que ce mecanisme explique 
l'effet residuel de l'inhibition de la PKC sur l'augmentation de la force de contraction par 
Szokodi, il est difficile de rapporter ces resultats aux notres. Nos resultats indiquent que 
l'apeline mene a une augmentation de la concentration intracellulaire de sodium. Cette 
augmentation devrait par consequence diminuer la vitesse de cet echangeur NHE a 
exclure l'hydrogene et induire une acidification cellulaire. Par contre, l'effet observe de 
Farkasfalvi est tres transitoire, de l'ordre de une a deux minutes et est completement 
disparu apres huit minutes de perfusion d'apeline. II se pourrait done que cet effet soit 
bien present, mais qu'il ne persiste pas tout au long de Faugmentation de la force de 
contraction cardiaque. Nos resultats sont effectues apres une perfusion de vingt minutes 
en presence d'apeline. L'effet de l'augmentation du courant sodique n'est pas observe 
apres une courte perfusion d'apeline d'une a deux minutes comme dans leur etude. Ainsi, 
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1'augmentation de la vitesse de l'echangeur NHE pourrait effectivement etre present au 
commencement de l'effet inotrope de l'apeline, mais disparaitre au fur et a mesure que 
1'augmentation du courant sodique apparaitrait. 
L'activation de la PKC par le recepteur APJ-R dans les myocytes est un phenomene 
doublement interessant lorsqu'il est compare a l'effet hypertenseur de l'apeline. En effet, 
celle-ci provoque une vasoconstriction de la veine saphene denudee d'endothelium 
(Katugampola et al. 2001). En absence de production de NO par les cellules 
endotheliales, l'apeline peut aller se Her directement a son recepteur sur le muscle 
vasculaire et provoquer la contraction. La litterature stipule que la contraction est 
engendree par les voies classiques de 1'activation de la PKC et de 1'augmentation de 
calcium intracellulaire dans ce type cellulaire, tel que demontre a la figure 1.2.2 (Kleinz et 
Daveport. 2005). L'effet sur le muscle cardiaque pourrait done etre le meme que dans les 
cellules musculaires lisses des vaisseaux sanguins. En effet, le muscle cardiaque ne 
possede pas de cellules endotheliales comme en possede les vaisseaux sanguins. Ainsi, 
les resultats obtenus avec des vaisseaux denudes d'endothelium peuvent etre compares 
avec ceux du muscle cardiaque. II y a done une concordance dans la contraction de ces 
deux types de tissu par l'apeline et les deux semblent impliquer l'activation de la PKC. 
Des etudes approfondies sur l'activation de la PKC et sur l'activation du courant sodique 
dans les cellules musculaires lisses devront etre effectues pour confirmer ces hypotheses. 
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5 : CONCLUSION 
Notre etude est la premiere a evaluer l'effet de l'apeline dans un modele de myocytes 
ventriculaires de chien. Le recepteur APJ-R est detecte pour la premiere fois dans ce 
tissu. De plus, il est localise aux niveaux des bandes-Z demontrant sa possible 
implication dans la contractilite cellulaire. Notre etude est la premiere a evaluer l'effet de 
l'apeline sur le courant sodique cardiaque. Nos resultats demontrent avec evidence que 
l'apeline 13 et l'apeline 17 augmentent le courant sodique cardiaque et le courant de 
fenetre sodique dans les myocytes isoles. L'apeline deplace la dependance au voltage de 
1'activation du canal et du courant de fenetre vers des potentiels plus negatifs, sans 
toutefois modifier la dependance au voltage de l'inactivation. Ce phenomene cree done 
une augmentation de l'excitabilite cellulaire des ventricules, sans toutefois modifier la 
disponibilite des canaux. L'augmentation du temps de reactivation par l'apeline mene a 
l'hypothese que l'apeline peut egalement augmenter la periode refractaire entre les 
potentiels d'action, jouant un effet benefique sur la diastole du cceur. Enfin, les etudes de 
signalisation du recepteur APJ-R demontrent que l'effet de l'apeline sur le courant 
sodique est directement lie a 1'activation de la PKC et non de la PKA. 
Ces resultats ouvrent la porte a plusieurs autres projets d'etudes. En autres, la voie de 
signalisation entre le recepteur APJ-R et le canal sodique devra etre plus etudiee en 
profondeur, afin de confirmer 1'implication de la proteine Gi, de possiblement de la PLC 
et de la phosphorylation possible du canal par la PKC. Egalement, le mecanisme direct de 
1'augmentation du courant sodique sur 1'augmentation de la force contractile par les 
modifications de concentrations de sodium intracellulaires et de la vitesse de l'echangeur 
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NCX devra etre confirme. Notre etude est effectuee chez le chien, qui est un tres bon 
modele animal pour les etudes electrophysiologiques cardiaques. Par contre, nos resultats 
devront etre confirmes eventuellement chez 1'homme. Enfln, les differences entre les 
insuffisants cardiaques et les cceurs sains devront eux aussi etre caracterisees. 
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8. APPENDICE 1 : Mesure du calcium intracellulaire dans les myocytes cardiaques 
en presence d'apeline. 
8.1 Materiel et Methodes 
Solutions: 
Solution Fi (en mM) : 1,26 CaCl2; 5,36 KC1; 0,44 KH2P04; 0,81 MgS04; 136,87 NaCI; 
0,34 Na2HP04; 5,55 Glucose; 4,17 NaHC03; 20 HEPES. pH a 7,4 avec NaOH-HCl. 
Solution Fi supplemented de Fluo-3 : Solution Fj avec 3 uM de Fluo-3 (Sigma-Aldrich, 
Oakville, Ontario) 
Solution F2 (en mM): 115 NaCI; 5 KC1; 10 NaHC03; 25 HEPES; 0,5 MgCl2; 1,2 CaCl2. 
Solution F3 (en mM): Solution F2 contenant 0,1% de BSA. 
Solution d'apeline 13 : lOOuM d'apeline 13 (Laboratoire de Dr Neugebauer. Universite 
de Sherbrooke, Sherbrooke, Quebec) dissout dans PBS a pH 7,4. 
Protocole: 
Des petris contenant des lames de verres couvert la veille de poly-d-lysine (MatTek 
Corporation, Ashland, MA) furent remplis avec les myocytes isoles provenant du 
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midmyocarde. Une fois que les cellules furent bien adherees au fond du petri, 1 ml de 
Solution Fi supplemented de Fluo-3 (3uM) fut ajoute. En recouvrant le petri 
d'aluminium, les cellules furent mises a la noirceur afin d'eviter la perte de fluorescence 
de la sonde. Les cellules furent incubees 30 minutes en presence du fluophore afin de 
permettre son entree a l'interieur des cellules. Par la suite, 2 lavages avec la Solution F2 
furent effectues afin d'eliminer les surplus de sonde. Les cellules furent ensuite incubees 
a la noirceur pendant 30 minutes avec la Solution F3. Pour les enregistrements, la 
Solution F3 fut remplacee par la Solution Fi. 
Le petri fut depose sur une plaque mobile fixee au microscope OLYMPUS (Olympus, 
Markham, Ontario), se deplacant sur l'axe des X et des Y afin de visualiser les cellules. 
Des electrodes d'argent furent utilisees pour stimuler electriquement les cellules. Les 
stimulations servaient a provoquer des contractions des myocytes et elles furent produites 
par un stimulateur GRASS S88 (Stimulator Instruments, Quincy, Massachusetts) relie aux 
electrodes. Les stimulations furent donnees par le stimulateur a une frequence de 0,33 Hz, 
d'une duree de 0,2 X 1000ms et d'une amplitude de 150V. Les niveaux de calcium 
intracellulaires pendant les contractions furent mesures. Ainsi, seulement les 
concentrations de calcium transitoires furent analysees. Les niveaux de calcium furent 
mesures par l'intensite de la fluorescence du complexe Fluo-3-calcium. La fluorescence 
augmentait lorsqu'elle liait le calcium lors de l'excitation a une longueur d'onde a 506 nm 
et son emission a une longueur d'ondes de 526 nm rut enregistree. Le programme 
Metafluor (Molecular Devices, Downingtown, PA) fut utilise pour mesurer l'intensite de 
la fluorescence a l'aide de la camera CoolSnap (Image Processing Solutions, Inc., North 
Reading, MA). L'ouverture de la lumiere ainsi que le temps d'acquisition fut de 10 ms a 
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intervalle regulier de 100 ms pendant 30 secondes. Chaque serie de 30 secondes fut prise 
a 5 minutes d'intervalle. La fluorescence tut mesuree dans une petite region delimitee 
d'une cellule qui contracte. L'apeline 13 a une concentration finale de 100 nM rut 
deposee directement dans le petri. 
Analyse: 
L'intensite de la fluorescence dans la region d'interet en fonction du temps rut 
directement enregistree dans EXCEL (Microsoft Canada, Mississauga, Ontario). Une 
serie fut definie comme 1'ensemble des intensites de fluorescence dans 1'intervalle de 
prise de mesures de 30 secondes. Pour chaque cellule, une serie controle, une serie au 
temps 0 d'ajout d'apeline 13 et par la suite des series aux 5 minutes furent prises. Pour 
chaque serie, l'intensite brute (lb) minimum entre chaque augmentation transitoire fut 
utilisee pour determiner la fonction exponentielle de la perte de la fluorescence de la 
sonde en fonction du temps. Les valeurs furent ensuite mises dans le programme ORIGIN 
(Originlab Corporation, Northampton, Massachusetts) et un lissage exponentiel fut 
effectue a partir de l'equation : It = Io + Ae"T, ou It represente l'intensite en fonction du 
temps, Io l'intensite maximale et t le temps. Par la suite, la valeur de It theorique fut 
calculee pour tous les temps t. Ces valeurs de It theoriques furent par la suite soustraites a 
toutes les valeurs brutes lb. Ainsi, seulement les valeurs d'intensite de fluorescence 
pendant les contractions demeuraient, Iuansitoire- Par la suite, ces nouvelles valeurs de 
Itransitoire furent encore une fois transferees dans le programme ORIGIN et l'aire sous la 
courbe fut calculee. Cette valeur representait le niveau relatif de calcium intracellulaire 
dans les myocytes cardiaques durant les contractions cellulaires, done elle refletait les 
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concentrations de calcium intracellulaire transitoire, [Caj transitoire]0btenus- Puisque la 
fluorescence diminuait en fonction du temps, [Ca* transitoire]0btenus devait etre corrigees en 
fonction des differents niveaux de base entre chaque serie. Ainsi, l'intensite basale 
obtenue a la premiere prise de mesure (Ibasai) en controle devenait la reference pour les 
autres series. La conversion suivante rut done effectuee :[Caj transitoirej^ei = [Cai 
transitoire]obtenus X Ibasaie controle /Ibasai serie donnee, ou Ibasaie controle /Ibasai serie donnee 
est la rapport entre l'intensite de la fluorescence a la fin de la serie controle et l'intensite 
de la fluorescence a la fin d'une serie X. Enfin, les resultats furent representes en 
pourcentage relatif des niveaux de calcium intracellulaire relativement aux conditions 
controle, [Caj transitoire]reiatif. 
8.2 Resultats 
Ces experiences nous permettaient de verifier si 1'augmentation de la contractilite 
cardiaque, supportee par d'autres groupes, etait liee a une augmentation de calcium 
intracellulaire causee par une augmentation du courant sodique. Ainsi, des mesures de 
calcium intracellulaire transitoire en presence d'apeline 13 sur des myocytes du ventricule 
gauche furent effectuees. Le calcium intracellulaire transitoire [Ca; transitoire]reiatif fut 
ainsi mesure en condition controle et a differents intervalles de temps en presence 















Figure 8.2.1 : Concentration relative de calcium intracellulaire transitoire dans les 
myocytes cardiaques canins en presence d'apeline 13. Histogramme representant la [Ca; 
transitoire]reiatif durant les contractions des myocytes en condition controle et a differents 
temps (en minutes) en presence de 100 nM d'apeline 13. Les valeurs sont en pourcentage 
relatives a la concentration initiale de calcium en condition controle mise arbitrairement a 
100%. Les valeurs representent la moyenne des experiences avec le SEM (n=l 1). 
La figure 8.2.1 indique que les [Ca; transitoire]reiatif sont quelque peu augmentes apres 5 et 
10 minutes d'ajout d'apeline 13. Toutefois, ces valeurs diminuent par la suite avec les 
temps a 15 et 20 minutes. Comme tous ces changements mineurs ne sont pas significatifs, 
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l'apeline n'induit pas d'augmentation [Ca; transitoire] dans les myocytes de chien. Ainsi, 
l'augmentation de la force contractile du cceur en presence d'apeline ne semble pas etre 
due a une augmentation de calcium intracellulaire durant les contractions des myocytes. 
8.3 Aucune modification des transitoires calciques en presence d'apeline. 
Nos resultats demontrent que l'apeline n'induit pas d'augmentation de calcium 
intracellulaire pendant les contractions des myocytes. Ces resultats semblent en 
opposition avec notre hypothese, que 1'augmentation du courant sodique entraine une 
augmentation de la concentration de calcium intracellulaire. Par contre, nos resultats ont 
pu etre affectes par un haut taux de mortalite cellulaire lors de nos experiences et par des 
conditions des stimulations des cellules cardiaques peut-etre non optimales. De plus, 
etant donnee que la sonde perdait de l'intensite tout au long de 1'experimentation, le 
calcium basal des myocytes n'a pas pu etre mesure. II est possible que l'apeline induit 
une augmentation du calcium intracellulaire tout au long des cycles calciques pendant les 
contractions et que cette accumulation n'est pas detectee dans les transitoires calciques. 
L'absence de 1'augmentation du calcium intracellulaire lors des transitoires calciques par 
l'apeline est deja demontree par deux etudes distinctes. L'etude de Farkasfalvi en 2007 
demontrant Pimplication de l'echangeur NHE, indique que l'apeline n'induit pas 
d'augmentation de la concentration de calcium intracellulaire (Faskasfalvi et al. 2007). 
Toutefois, ces mesures ont ete effectuees sur un cours laps de temps de huit minutes, ce 
qui n'est pas consistant avec notre augmentation maximale du courant sodique apres vingt 
minutes de perfusion. L'equipe de Dai ont effectue une etude beaucoup plus approfondie 
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de l'effet de l'apeline sur les niveaux de calcium intracellulaire chez des rats sains et des 
rats insuffisants cardiaques (Dai et al. 2006). L'apeline n'induit pas d'augmentation 
significative de calcium intracellulaire durant quinze minutes dans le muscle trabeculaire 
isole de rat. lis ont pu determiner que l'effet inotrope positif de l'apeline n'etait pas du a 
un changement d'affinite des filaments d'actine pour le calcium. Cette etude contredit 
done les hypotheses de Farkasfalvi qui stipule que l'activite de NHE induit une 
augmentation de la sensibilite des filaments d'actines pour le calcium. Toutefois, leur 
etude a ete effectuee sur des trabecules, et non directement sur des myocytes du ventricule 
ou sur un coeur entier. La localisation du recepteur APJ-R dans cette structure n'est pas 
encore demontree et il est possible qu'il soit moins exprime et qu'il ne peut done agir sur 
les trabecules. 
Par contre, Dai et son equipe demontrent clairement que l'apeline induit une augmentation 
des transitoires calciques chez des rats insuffisants cardiaques. Ainsi, il est possible que 
dans un cceur sain, l'effet de l'apeline sur le calcium intracellulaire soit present, mais non 
observable par nos techniques de detection. Chez les insuffisants cardiaques, plusieurs 
modifications proteiques surviennent et l'effet de l'apeline peut done etre plus important. 
Plusieurs evidences dans la litterature demontrent qu'en insuffisance cardiaque, 
1'expression proteique et l'activite , de 1'echangeur NCX sont augmentees 
comparativement a des coeurs sains (O'Rourke B et al. 1999; Pogwizd SM et al. 1999). 
Puisque cet echangeur est plus actif en insuffisance cardiaque, il est possible que l'effet de 
1'augmentation du courant sodique et 1'augmentation de la concentration intracellulaire de 
sodium et subsequemment de calcium par cet echangeur soit seulement observable 
lorsqu'il est surexprime. Son effet ne serait done pas absent chez le coeur sain, mais 
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indetectable par nos mesures de calcium experimentales. Meme si cet effet semble done 
faible au niveau du coeur sain, cela n'implique pas qu'il est insignifiant 
physiologiquement, puisque l'apeline a bel et bien un effet inotrope positif puissant. 
L'effet inotrope positif de l'apeline predominant chez les insuffisants cardiaques est 
autant plus interessant, puisqu'un agoniste du recepteur APJ-R pourrait etre un traitement 
efficace pour cette pathologie. II pourrait augmenter la force de contraction des 
ventricules, qui est deficiente chez les patients, et favoriser ainsi une meilleure circulation 
sanguine. Par contre, tous les patients avec des problemes de conduction, tel qu'un gain 
de fonction du canal sodique dans le syndrome du long-QT type 3, seront desavantages, 
puisque non seulement ce medicament agirait sur leur force ventriculaire, mais va 
egalement augmenter leur probleme de conduction par une augmentation encore plus 
significative du courant sodique causant leur pathologie. 
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